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Introduction
Les impulsions ultra-bre`ves ont des champs d’application grandissants, allant du domaine
industriel tel l’usinage de mate´riaux au domaine me´dical comme l’ophtalmologie. D’un point
de vue plus fondamental, elles ont e´galement ouvert une voie entie`rement nouvelle dans l’in-
teraction laser-matie`re en autorisant l’observation des mouvements atomiques et e´lectroniques
dans les mate´riaux a` l’e´chelle de temps de la femtoseconde.
Pour la biologie, ces de´veloppements ont permis l’utilisation de techniques de spectroscopie
re´solue en temps, en particulier pour l’e´tude de la dynamique des prote´ines photoactivables.
Une impulsion ultra-bre`ve ame`ne le syste`me dans un e´tat excite´ et initie la dynamique (vibra-
tion, transfert de charge, changements conformationnels...). La brie`vete´ des impulsions utilise´es
est indispensable pour pouvoir espe´rer re´soudre ces processus sur l’e´chelle de temps des mou-
vements atomiques. De telles impulsions lumineuses autorisent la caracte´risation du syste`me
e´tudie´ dans un e´tat cohe´rent, avant que son e´tat quantique ne soit brouille´ par des processus
de relaxation.
La prote´ine e´tudie´e dans ce travail, la bacte´riorhodopsine, peut eˆtre conside´re´e comme
l’analogue bacte´rien des prote´ines photore´ceptrices humaines. La compre´hension des processus
de la vision est un domaine fascinant de la recherche, amenant de nombreuses questions et
controverses aujourd’hui encore. Dans la vision, l’absorption de l’e´nergie lumineuse par une
prote´ine (la rhodopsine) va donner lieu a` une cascade complexe de processus acheminant le
signal au cerveau. Il a e´te´ montre´ que suite a` la re´ception d’un photon lumineux :
- la mole´cule photore´ceptrice (le re´tinal) qui fait partie de la prote´ine s’isome´rise en quelques
centaines de femtosecondes ;
- une polarisation microscopique (de´placement de charges) s’e´tablit au niveau du syste`me
re´tinal/prote´ine.
Le roˆle fonctionnel et la chronologie de ces deux phe´nome`nes sont encore incertains. Il a e´te´ im-
possible de mesurer directement ces de´placements de charges, car les me´thodes photovolta¨ıques
“conventionnelles” sont limite´es par le temps de re´ponse des appareils de mesure (quelques pi-
cosecondes). La nouvelle me´thode spectroscopique pre´sente´e dans ce travail va en revanche
1
permettre d’e´tudier des de´placements de charges avec une re´solution de 13 fs et ainsi de
se´parer temporellement isome´risation et polarisation ultrarapide pour apporter des pistes a`
leur compre´hension.
Cependant, la fragilite´ de la rhodopsine in vitro rend difficile son e´tude spectroscopique. Nous
e´tudions alors son analogue bacte´rien beaucoup plus re´sistant : la bacte´riorhodopsine.
Non seulement la bacte´riorhodopsine est importante pour servir de mode`le a` la compre´hension
des prote´ines a` re´tinal, mais elle est e´galement une source d’e´tude a` part entie`re pour ses appli-
cations biophotoniques grandissantes (cellules photovolta¨ıques, me´moires holographiques, encre
e´lectronique par exemple).
Dans cette the`se, la bacte´riorhodopsine est e´tudie´e par spectroscopie cohe´rente d’e´mission
infrarouge. Comme toute spectroscopie non-line´aire femtoseconde cohe´rente, elle consiste a` faire
une mesure cohe´rente du champ e´mis par un syste`me non centrosyme´trique excite´ en re´gime
femtoseconde. Le phe´nome`ne utilise´ ici est un phe´nome`ne non line´aire du deuxie`me ordre par
diffe´rence de fre´quences (redressement optique) dans des membranes oriente´es.
Cette me´thode est bien adapte´e pour comprendre les premiers processus photoinduits de la
bacte´riorhodopsine :
- Le domaine spectral de l’infrarouge moyen (nous avons acce`s a` la gamme 3 µm - 15 µm)
correspond aux transitions vibrationnelles des mole´cules. Nous pouvons donc espe´rer visualiser
des changements conformationnels.
- La possibilite´ d’obtenir des films anhydres oriente´s a` partir de membranes natives contenant
de la bacte´riorhodopsine va permettre d’obtenir une polarisation caracte´risable au niveau ma-
croscopique.
- La forte polarisabilite´ non line´aire du second ordre du re´tinal est favorable a` la ge´ne´ration de
redressement optique dans les films oriente´s.
Ce compte-rendu est pre´sente´ de la fac¸on suivante :
-Le chapitre 1 de´crit la bacte´riorhodopsine et plus ge´ne´ralement les prote´ines a` re´tinal, en
insistant sur les diffe´rentes hypothe`ses concernant le premier processus photoinduit.
-Le chapitre 2 expose en de´tail la technique expe´rimentale de spectroscopie d’e´mission infra-
rouge, en donnant au pre´alable les e´le´ments clefs ne´cessaires a` la compre´hension du dispositif
expe´rimental.
-Le chapitre 3 de´crit les caracte´ristiques temporelles et spectrales des e´chantillons de bacte´rio-
rhodopsine e´tudie´s.
-Le chapitre 4 pre´sente les re´sultats expe´rimentaux obtenus et l’approche the´orique utilise´e
pour la simulation des donne´es.
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Chapitre 1
Les prote´ines a` re´tinal
1.1 Les prote´ines implique´es dans le transport trans-
membranaire
Les prote´ines membranaires jouent un roˆle fondamental dans des processus de conversion
d’e´nergie, de transport, de transduction de signaux et de contacts intercellulaires. Il existe deux
classes importantes de prote´ines implique´es dans le transport transmembranaire [1] :
1. Les prote´ines du transport passif : les prote´ines-canaux.
Le transport passif correspond au passage spontane´ d’un solute´ a` travers la membrane, dans le
sens du gradient de potentiel chimique ou e´lectrochimique.
Les prote´ines-canaux assurent directement le transport passif des ions (canaux ioniques) ; elles
ont une structure tridimensionnelle qui de´limite un pore aqueux au travers duquel passent
se´lectivement certains ions. Elles assurent elles-meˆmes le passage des ions a` travers la mem-
brane. Leur ouverture est e´troitement re´gule´e :
- par un changement du potentiel de membrane : ce sont les canaux sensibles au voltage ;
- par la fixation d’un ligand (neurotransmetteur) : ce sont les re´cepteurs-canaux ;
- par l’interaction avec un composant intracellulaire par l’interme´diaire d’une prote´ine re´ceptrice.
2. Les prote´ines du transport actif : les pompes et les transporteurs.
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Le transport actif correspond au passage d’un solute´ a` travers la membrane contre son gradient
de potentiel chimique ou e´lectrochimique. Ce transport ne´cessite la fourniture d’e´nergie et ne
peut pas eˆtre spontane´. On distingue :
- Les pompes, dont l’activite´ est fortement couple´e a` une source d’e´nergie telle l’hydrolyse de
l’ATP (ade´nosine 5’-triphosphate, source d’e´nergie de la cellule) ou l’e´nergie lumineuse.
- Les transporteurs, qui assurent un transport actif, fonctionnent avec l’aide d’un gradient io-
nique constitue´ pre´alablement. Ce sont les syste`mes de co-transport dans lesquels le transfert
d’un solute´ de´pend du transfert simultane´ d’un second solute´.
Nous nous inte´ressons plus particulie`rement aux prote´ines implique´es dans la transduction
d’e´nergie a` travers les prote´ines a` re´tinal, classe importante de prote´ines transmembranaires.
Elles interviennent dans un large domaine de processus photoinduits, avec des roˆles fonctionnels
varie´s, par exemple comme pompe a` ions mais aussi comme re´cepteur photoactivable couple´
aux prote´ines G (prote´ine membranaire, interme´diaire important dans la voie de signalisation
cellulaire). La prote´ine “mode`le” de cette classe est la bacte´riorhodopsine, pompe a` protons an-
cestrale permettant la survie de certaines bacte´ries e´voluant dans des milieux extreˆmes. Cette
the`se concerne les premiers processus photoinduits dans cette prote´ine.
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1.2 La famille des rhodopsines
La bacte´riorhodopsine est une prote´ine de la classe des rhodopsines. Cette classe contient
deux grandes familles de prote´ines [2] :
- les rhodopsines localise´es dans la re´tine : ce sont des prote´ines photore´ceptrices animales
situe´es au niveau des yeux des verte´bre´s. Leur roˆle inclut la vision [3] et le controˆle circadien [4].
- les arche´orhodopsines. Trouve´es dans des bacte´ries vivant dans un milieu tre`s salin (halo-
philes extreˆmes dites halobacte´ries), elles jouent le roˆle de transducteur d’e´nergie lumineuse [5]
comme pompe a` protons (bacte´riorhodopsine), comme pompe a` ions chlorure Cl− (halorho-
dopsine), ou encore comme re´cepteur sensoriel (rhodopsine sensorielle utilise´e pour diriger le
mouvement flagellaire par exemple).
Ces deux familles ont une structure tridimensionnelle (ou conformation) similaire, caracte´ri-
se´e par sept he´lices α transmembranaires (apoprote´ine appele´e opsine). Un cofacteur photosen-
sible, le chromophore re´tinal (figure 1.1), est lie´ de fac¸on covalente a` une des he´lices (l’he´lice
VII) par l’interme´diaire d’une base de Schiff (liaison -CH=N-).
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Fig. 1.1 : Re´tinal tout-trans.
De´crivons brie`vement les caracte´ristiques de ces deux familles de prote´ines.
1.2.1 Les photore´cepteurs visuels
Les verte´bre´s ont deux types de cellules photore´ceptrices, appele´es baˆtonnets et coˆnes. Les
coˆnes fonctionnent en pleine lumie`re et, e´tant de 3 types, sont a` l’origine de la vision des cou-
leurs, tandis que les baˆtonnets fonctionnent en faible e´clairement (tre`s grande sensibilite´) mais
e´tant d’un seul type ils ne peuvent assurer la vision des couleurs. On trouve au niveau de
ve´sicules (disques) des baˆtonnets (figure 1.2) la mole´cule photosensible rhodopsine, constitue´e
d’une prote´ine opsine a` re´tinal. Le chromophore re´tinal est sous forme 11-cis dans l’e´tat fonda-
mental [3, 6]. La structure tridimensionnelle de la rhodopsine a e´te´ de´termine´e par diffraction
des rayons X il y a quelques anne´es [7]. Les de´te´riorations visuelles lie´es a` une de´ficience en
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vitamine A, dont la forme oxyde´e est le re´tinal, illustrent le roˆle important joue´ par le re´tinal
dans la vision [8].
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Fig. 1.2 : Cellule photore´ceptrice de type baˆtonnet, compose´e de segments interne et externe, un corps
cellulaire et une zone synaptique par laquelle un signal chimique est transmis a` une cellule nerveuse de la re´tine.
Les mole´cules de rhodopsine sont localise´es dans les disques.
Dans l’obscurite´, un courant entre les deux segments du baˆtonnet est maintenu, duˆ a` la
pre´sence d’ions sodium Na+. L’absorption d’un photon par le re´tinal conduit a` un photocycle
qui inclut l’isome´risation du re´tinal (rendement quantique d’environ 67 %) vers l’e´tat tout-
trans et le de´tachement du re´tinal de la prote´ine, qui est alors constitue´e de l’opsine seule.
La reconstitution de la rhodopsine s’effectue par un cycle biochimique complexe in vivo [3, 9].
Le photocycle est couple´ a` la fermeture de canaux Na+ localise´s dans la membrane plasmique
du segment externe, induisant une diminution du courant d’obscurite´ proportionnelle a` l’in-
tensite´ excitatrice. La transmission synaptique est inhibe´e et l’information est transmise dans
un premier temps a` une cellule nerveuse de la re´tine puis tout au long de la voie de la vision
jusqu’au cortex visuel. La rhodopsine ne convertit donc pas l’e´nergie lumineuse mais permet la
signalisation en interrompant un processus alimente´ lui-meˆme par ailleurs.
L’environnement du re´tinal agit comme un milieu die´lectrique qui modifie le spectre d’ab-
sorption du re´tinal, particulie`rement au niveau de l’interaction avec la base de Schiff. Ce
phe´nome`ne est tre`s notable au niveau des rhodopsines des halobacte´ries. Il a e´galement e´te´
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montre´ que le syste`me visuel des poissons vivant en eau profonde s’est adapte´ aux conditions
de faible e´clairement en augmentant le nombre de ses re´cepteurs et en spe´cialisant leur spectre
de re´ception dans une gamme spectrale plus e´troite graˆce a` un environnement en acides amine´s
spe´cifique [10].
1.2.2 Les prote´ines de la bacte´rie Halobacterium salinarium
La bacte´rie Halobacterium salinarium (figure 1.3) est une bacte´rie tre`s halophile (son milieu
naturel contient 4-5 M de chlorure de sodium, NaCl) capable d’effectuer une forme unique et an-
cienne de photosynthe`se tre`s diffe´rente de celle des organismes qui utilisent la (bacte´rio)chloro-
phylle.
Fig. 1.3 : Respiration et photosynthe`se dans la bacte´rie Halobacterium salinarium.
Cet organisme primitif de couleur pourpre colore fre´quemment les milieux tre`s salins dans
lesquels il se de´veloppe. On distingue deux types de composants de la membrane cellulaire, la
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membrane rouge et la membrane pourpre.
La membrane rouge est le site de la respiration, et doit sa couleur essentiellement a` la
pre´sence de carote´no¨ıdes. Durant la phase stationnaire de croissance cellulaire, la concentration
en oxyge`ne est trop faible pour utiliser la respiration comme source d’e´nergie, et une me´thode
alternative de production d’ATP est cre´e´e, en de´veloppant au niveau de la membrane rouge des
zones de membranes pourpres. Ce type de membrane est constitue´, outre de lipides, essentiel-
lement de la prote´ine bacte´riorhodopsine.
La bacte´riorhodopsine est une pompe protonique photoactivable, permettant a` la bacte´rie
de survivre dans des conditions extreˆmes en utilisant l’e´nergie solaire. Ce transfert de protons,
de la face cytoplasmique a` la face pe´riplasmique de la membrane, permet l’e´tablissement d’un
gradient de protons qui entraˆıne la production d’ATP par une autre prote´ine (l’ATP synthase).
En plus de la bacte´riorhodopsine, la bacte´rie contient une pompe a` ions Cl− (l’halorhodopsine)
et deux rhodopsines sensorielles responsables de la phototaxie (phototaxie positive : attraction
par la lumie`re ; phototaxie ne´gative : re´pulsion par la lumie`re) [11].
En culture, durant la premie`re phase de croissance exponentielle (voir annexe C), la bacte´rie
est ae´robie et la prote´ine sensorielle principale (phoborhodopsine ou SRII, maximum d’absorp-
tion a` 490 nm) repousse la bacte´rie de la lumie`re. En revanche, quand la concentration en
oxyge`ne devient limitante et que la bacte´rie a besoin de lumie`re pour sa survie, la prote´ine sen-
sorielle principale SRI (maximum d’absorption a` 587 nm) ge´ne`re un mouvement flagellaire vers
la lumie`re [12]. La bacte´rie posse`de ainsi une forme de vision e´le´mentaire. Suite a` l’absorption
d’un photon lumineux, les changements conformationnels des prote´ines sensorielles (dont on
ignore encore aujourd’hui le fonctionnement exact) vont de´clencher une cascade d’e´ve´nements
mole´culaires propage´s par la chaˆıne de transduction sensorielle jusqu’aux organes du mouve-
ment.
L’halorhodopsine (maximum d’absorption a` 578 nm) est e´galement trouve´e dans la mem-
brane pourpre de la bacte´rie Halobacterium salinarium. Elle est principalement utilise´e pour
maintenir la balance osmotique durant la croissance cellulaire. La bacte´rie peut aussi utiliser
cette autre prote´ine pour capter l’e´nergie lumineuse en condition de dioxyge`ne limitant pour
assurer sa photosynthe`se. A la diffe´rence de la bacte´riorhodopsine, elle transporte des ions Cl−
vers l’inte´rieur de la cellule. Du fait de leur charge ne´gative, en terme de potentiel transmembra-
naire, pomper les ions Cl− vers l’inte´rieur est e´quivalent a` pomper des protons vers l’exte´rieur.
Ainsi l’halorhodosine convertit l’e´nergie par l’e´tablissement d’un gradient d’ions chlorures, mais
avec une efficacite´ moins bonne que la bacte´riorhodopsine. Le re´tinal, qui s’isome´rise tout-trans
→ 13-cis comme dans le cas de la bacte´riorhodopsine, est e´galement relie´ a` une he´lice par
l’interme´diaire d’une base de Schiff. Cependant lors du transfert d’ions Cl−, la base de Schiff ne
se de´protone pas et les acides aspartiques voisins (les e´quivalents de Asp85 et Asp96) sont ab-
sents. Un point marquant non e´lucide´ : lorsque la bacte´riorhodopsine est plonge´e dans un milieu
acide en pre´sence d’ions chlorures (typiquement un milieu acidifie´ par HCl, voire chapitre 3),
elle pompe des ions Cl− et ses photoproduits sont tre`s similaires a` ceux de l’halorhodopsine [13].
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1.3 La bacte´riorhodopsine
1.3.1 Structure
En ge´ne´ral les prote´ines membranaires, amphiphiles, sont tre`s difficiles a` cristalliser. Les
mole´cules de bacte´riorhodopsine pre´sentent l’avantage de de´ja` former un re´seau cristallin plan
dans la membrane pourpre (re´seau hexagonal de trime`res). La structure tridimensionnelle de
la bacte´riorhodopsine a pu eˆtre de´termine´e par cristallographie aux rayons X [14, 15] et par
microscopie e´lectronique [16,17]. Elle se compose de 248 acides amine´s organise´s en sept he´lices
α (structure appele´e opsine) et d’un cofacteur, le re´tinal, qui est la mole´cule photore´ceptrice,
lie´ a` la lysine 216 qui fait partie d’une he´lice de la prote´ine (figure 1.4). Les he´lices de la
bacte´riorhodopsine traversent la membrane approximativement a` angle droit par rapport au
plan de cette dernie`re, et le re´tinal (en prenant comme direction caracte´ristique la ligne connec-
tant C5 et C15, figure 1.5) a une orientation de 61
◦ ± 7◦ [18] par rapport a` la normale a` la
membrane.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
membrane 
 
membrane 
Espace 
intracellulaire 
Espace 
extracellulaire 
Fig. 1.4 : Les sept he´lices constitutives de la prote´ine et le re´tinal au centre (en mauve). Taille approximative
3x3x5 nm3.
1.3.2 Le photocycle
Dans la bacte´riorhodopsine, le re´tinal existe sous les formes 13-cis et tout-trans (figure 1.5).
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Fig. 1.5 : Configurations du re´tinal dans l’e´tat non adapte´ a` la lumie`re et photocycle fonctionnel.
Suite a` une illumination ambiante (quelques minutes suffisent pour un e´chantillon de bacte´rio-
rhodopsine en solution), le re´tinal adopte la forme tout-trans, et la prote´ine est alors sous une
forme dite adapte´e a` la lumie`re (re´tinal tout-trans uniquement). Comme c’est le cas dans la rho-
dospine dans le syste`me visuel des mammife`res, une photoisome´risation du re´tinal prend place.
Ne´anmoins, dans le cas de la bacte´riorhodopsine, elle est tout-trans → 13-cis, ce qui contraste
avec le cas de la rhodopsine ou` elle est 11-cis → tout-trans. Parmi les autres diffe´rences re-
marquables, nous mentionnons le fait que dans la bacte´riorhodopsine, pendant le photocycle, le
re´tinal reste incorpore´ dans la prote´ine. Cette proprie´te´ facilite l’e´tude de la bacte´riorhodopsine
par rapport a` la rhodopsine.
En revanche dans l’obscurite´ (forme dite non adapte´e a` la lumie`re), il y a un e´quilibre entre
les formes (13-cis, 15-syn) et (tout-trans, 15-anti) du re´tinal (figure 1.5) en proportion environ
e´quimolaire [19, 20]. L’absorption d’un photon par le re´tinal tout-trans entraˆıne le photocycle
fonctionnel de la bacte´riorhodopsine, durant lequel un proton est pompe´ de l’inte´rieur vers
l’exte´rieur de la cellule.
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1.3.3 Les photoproduits
Apre`s absorption d’un photon, diffe´rents photoproduits de bR (bacte´riorhodopsine dans
son e´tat fondamental, maximum d’absorption a` 568 nm) sont forme´s a` travers un photocycle.
Bien qu’un photocycle existe quelque soit l’isome`re concerne´, seul le photocycle (de dure´e 10-20
ms) provenant de l’excitation du re´tinal tout-trans implique le transport de protons. Le photo-
cycle donne naissance a` de nombreux changements structuraux (isome´risation du re´tinal), a` des
re´actions de protonation ainsi qu’a` des modifications e´lectrostatiques (de´placement de charges),
aussi bien au niveau de la prote´ine que du re´tinal. Ces modifications sont de´crites plus en de´tail
dans la partie 1.4.
Les changements spectraux dans le visible et l’infrarouge [20, 21, 22, 23] ont permis de ca-
racte´riser les photoproduits cre´e´s pendant le photocycle, note´s bR, bR∗, I460, J625, K590, L550,
M412, N540, O640 (figure 1.6). Les indices indiquent les maxima d’absorption de chaque e´tat en
nanome`tres. Leur dure´e de vie varie de plusieurs centaines de femtosecondes a` quelques milli-
secondes.
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d’Asp96 
H+ 
H+ 
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Fig. 1.6 : Photocycle de la bacte´riorhodopsine.
Aux diffe´rentes e´tapes du photocycle est associe´ un e´change de protons ; le processus est
de´crit dans la figure 1.7.
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                                                    W. Kühlbrandt, Nature 406, 569-70 (2000) 
Fig. 1.7 : Me´canisme mole´culaire du pompage de protons dans la bacte´riorhodopsine, de [24]. Dans cette
figure seules cinq he´lices son repre´sente´es par souci de clarte´, nume´rote´es A, B, C, F, G (a` laquelle est relie´
le re´tinal). L’absorption d’un photon initie le photocycle. L’isome´risation du re´tinal permet le transfert d’un
proton de la base de Schiff au niveau de l’atome de nitroge`ne vers l’acide aspartique Asp85 (b) dans l’e´tat M. Le
re´tinal de´protone´, repre´sente´ en jaune, est reprotone´ par l’interme´diaire de l’acide aspartique Asp96 ayant capte´
un proton du coˆte´ cytoplasmique. Ensuite le proton est transfe´re´ vers l’exte´rieur par Asp85 et un re´seau de
liaisons hydroge`nes et de mole´cules d’eau. D’autres acides amine´s peuvent intervenir, mais leur roˆle est encore
impre´cis. Les fle`ches rouges indiquent le mouvement des protons, les fle`ches bleues celui des groupes d’atomes.
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1.3.4 Pourquoi e´tudier la bacte´riorhodopsine ?
La bacte´riorhodopsine est parmi les syste`mes photosynthe´tiques les plus simples connus a`
ce jour. Elle pre´sente une re´sistance tre`s importante aux conditions extreˆmes telles un pH tre`s
bas ou des variations d’humidite´. Elle fait partie d’une importante famille de prote´ines mem-
branaires, qui bien que variant dans leurs fonctions, ont des structures similaires, ce qui permet
a` la bacte´riorhodopsine de leur servir de mode`le.
Du fait de sa grande robustesse elle est un candidat tre`s inte´ressant pour des applications
commerciales (annexe D). D’un point de vue pratique, cette robustesse, en particulier en com-
paraison d’avec la rhodopsine, facilite conside´rablement son e´tude, en particulier sous condition
d’e´clairage re´pe´te´, comme c’est intrinse`quement le cas dans les e´tudes de type pompe-sonde
femtoseconde, utilise´es dans cette the`se.
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1.4 Controverse : quel est le premier processus photoin-
duit ?
Partant de l’e´tat fondamental bR, le re´tinal se trouve dans l’e´tat excite´ bR∗ suite a` l’absorp-
tion d’un photon (figure 1.6). La mole´cule est excite´e e´lectroniquement : d’apre`s le principe de
Franck-Condon, les noyaux sont initialement dans la configuration de l’e´tat fondamental, tandis
que la configuration e´lectronique est celle de l’e´tat excite´. Ce principe est base´ sur l’approxima-
tion que les changements e´lectroniques, de l’ordre de quelques femtosecondes, sont beaucoup
plus rapides que les changements nucle´aires. Dans le sche´ma repre´sentant les surfaces d’e´nergie
potentielle (figures 1.10 et 1.11), la transition implique´e est verticale, et l’e´tat cre´e´ est appele´
zone de Franck-Condon.
Une question importante est ouverte : comment se fait le stockage ultrarapide d’e´nergie
lumineuse, entraˆınant par la suite les photoconversions fonctionnelles caracte´ristiques de la
prote´ine ? Ce me´canisme de transduction efficace et ultrarapide du signal e´lectronique (absorp-
tion d’un photon) vers un signal structural (changement de conformation) est actuellement tre`s
controverse´. Pour la bacte´riorhodopsine, deux grands mode`les s’affrontent :
1. L’isome´risation tout-trans→13-cis (figure 1.8) est le premier processus photoinduit.
2. L’e´nergie lumineuse est emmagasine´e graˆce a` un de´placement de charges ultrarapide (figure
1.9).
 Fig. 1.8 : Isome´risation tout-trans → 13-cis du re´tinal suite a` l’absorption d’un photon.
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Fig. 1.9 : De´placement de la charge ne´gative vers la base de Schiff dans l’e´tat excite´. Ce transfert de charge
se traduit par un changement dipoˆlaire |∆µ | entre moment dipolaire de l’e´tat fondamental et moment dipolaire
de l’e´tat excite´ autour de 14 Debyes [25,26].
Dans les anne´es 70, base´e sur des traitements the´oriques, une polarisation ultrarapide du re´tinal
a e´te´ propose´e comme premier processus, pre´curseur de l’isome´risation [26,27,28]. Ne´anmoins,
l’ hypothe`se e´tablie dans les anne´es 80, base´e sur les premie`res expe´riences d’absorption tran-
sitoire femtoseconde, est que le premier processus fonctionnel photoinduit est l’isome´risation
autour de la double liaison C13 = C14 [21,22]. Dans cette vision, les changements conformation-
nels au niveau de la prote´ine ne´cessitent et re´sultent de l’isome´risation ultrarapide tout-trans
→ 13-cis du re´tinal (figure 1.8).
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Fig. 1.10 : Surface d’e´nergie potentielle suivant la coordonne´e nucle´aire d’isome´risation, selon le mode`le
de [21]. Les longueurs d’ondes caracte´risent les maxima d’absorption et d’e´mission.
Dans le mode`le de la figure 1.10, l’isome´risation du re´tinal est directement couple´e au premier
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processus photoinduit ; la distorsion autour de la double liaison C13=C14 controˆle le de´part hors
de la zone de Franck-Condon. La dynamique des paquets d’onde les 100 premie`res femtosecondes
est un processus essentiel dans l’isome´risation. Dans ce mode`le, au niveau du photoproduit I,
dans lequel le re´tinal est propose´ eˆtre partiellement (≈ 90◦) isome´rise´, deux cas sont possibles :
- Formation du photoproduit sous forme 13-cis (J), atteint apre`s environ 500 fs avec un rende-
ment quantique autour de 65%. Le photocycle est initie´.
- Retour dans l’e´tat fondamental tout-trans par des processus non radiatifs.
Un autre mode`le, faisant intervenir trois e´tats e´nerge´tiques (figure 1.11), a e´te´ propose´ suite
a` des expe´riences d’absorption transitoire re´solue temporellement [29] et des calculs the´oriques
des dynamiques mole´culaires [30]. La coordonne´e de re´action est la` encore domine´e par la torsion
autour de la double liaison, mais celle-ci est indirectement couple´e a` la transition : l’e´nergie
e´lectronique est stocke´e dans d’autres modes vibrationnels du re´tinal. La surface d’e´nergie
potentielle autour de la zone de Franck-Condon est relativement plate et non re´pulsive, la
population dans l’e´tat excite´ reste localise´e dans cette zone pendant quelques centaines de fem-
tosecondes avant d’atteindre la zone “active” suivant la coordonne´e d’isome´risation. D’autres
mode`les invoquent deux e´tats excite´s, mais les surfaces sont traite´es en plusieurs dimensions
(c’est a` dire deux voire plus de modes sont implique´s dans la re´action) [25,31].
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Fig. 1.11 : Mode`le a` trois e´tats de´crivant l’isome´risation de la bacte´riorhodopsine [29].
Plusieurs expe´riences ont e´te´ effectue´es sur des re´tinals modifie´s chimiquement, avec pour but
d’e´tudier leur roˆle fonctionnel :
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• Les dynamiques photoinduites du re´tinal en solution et au sein de la prote´ine ont e´te´
e´tudie´es, dans des syste`mes chimiquement modifie´s ou` l’isome´risation autour de la double liai-
son C13=C14 n’est pas possible [32,33,34,35,36,37] (figure 1.12).
 
Fig. 1.12 : Re´tinals natif et modifie´ utilise´s pour sonder les pe´nome`nes ultrarapides dans la bacte´riorhodopsine.
L’isome´risation autour de la liaison C13=C14 est bloque´e par une liaison chimique additionnelle. Ce re´tinal
modifie´ peut eˆtre introduit dans des apoprote´ines de bacte´riorhodopsine ou` le re´tinal natif a e´te´ pre´alablement
e´limine´ [38].
Des expe´riences pompe-sonde (principe de´crit chapitre 3) ont e´te´ effectue´es sur les deux types
de re´tinal [32, 34, 35, 36] pre´sente´s figure 1.12. Les spectres d’absorption transitoire montrent
la formation d’un e´tat fluorescent I460 dans les deux cas, avec un meˆme rendement quantique,
preuve que le re´tinal ne peut pas eˆtre partiellement isome´rise´ dans cet e´tat.
• Les changements conformationnels de la prote´ine ont e´te´ e´tudie´s par l’utilisation d’un
capteur a` force atomique [39]. Cette me´thode permet de sonder les mouvements de la prote´ine
suite a` une excitation visible (532 nm). La re´solution temporelle est de 2 µs. Dans les deux
cas (prote´ine avec re´tinal natif et prote´ine reconstitue´e avec le re´tinal modifie´), l’excitation
lumineuse provoque des modifications conformationnelles de la prote´ine qui perdurent pendant
plusieurs millisecondes. En revanche, ces modifications structurales donnent lieu a` un gradient
de pH seulement si le re´tinal peut s’isome´riser par la suite. La prote´ine avec un re´tinal syme´trise´
(tout transfert de charge par non line´arite´ du second ordre peut eˆtre exclu) a e´galement e´te´
e´tudie´e [39] : aucun signal n’a pu eˆtre observe´.
• Comme l’avaient montre´ des expe´riences de ge´ne´ration de seconde harmonique de`s la
fin des anne´es 80 [40, 41, 42, 43], la susceptibilite´ non line´aire du re´tinal est tre`s e´leve´e. Des
expe´riences d’absorption transitoire couple´es a` des expe´riences de ge´ne´ration de seconde har-
monique [43] sur des re´tinals a` chaˆıne polye´nique modifie´e chimiquement ont montre´ :
1. L’existence d’un transfert de charges est relie´ aux proprie´te´s non line´aires du re´tinal.
2. Suite a` une excitation lumineuse, les re´tinals modifie´s ne pre´sentent pas de variations ca-
racte´ristiques d’absorption lie´es a` un roˆle fonctionnel, bien que l’isome´risation soit possible.
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Ces e´tudes montrent que des changements conformationnels au niveau de la prote´ine peuvent
eˆtre induits par une redistribution de charges. Bien que le couplage entre ce de´placement de
charges et le transfert de protons n’ait pas e´te´ jusque-la` e´tabli, elles sugge`rent la modification
de l’hypothe`se e´tablissant l’isome´risation comme le premier processus photoinduit fonctionnel.
Des mode`les alternatifs a` plusieurs dimensions ont e´te´ e´tablis, tenant compte de l’importance
du de´placement de charges et d’autres modes vibrationnels dans la relaxation du re´tinal.
Comme de´ja` invoque´ au milieu des anne´es 70 [26, 27, 28], l’importance d’un transfert de
charge suite a` une excitation visible (figure 1.9) avait e´te´ mise en avant. Les expe´riences sur le
re´tinal “bloque´” et le de´veloppement de calculs ab-initio des proprie´te´s du re´tinal [25, 44] ont
entame´ une recrudescence de l’inte´reˆt de cette polarisation. Les calculs ont permis de simuler
le changement dipolaire associe´ a` la population dans la zone de Franck-Condon de l’e´tat excite´
et les degre´s de liberte´ du re´tinal implique´s dans la relaxation die´lectrique du re´tinal (figure
1.13).
 Fig. 1.13 : Partie droite : structure de la surface excite´e S1 du re´tinal 11-cis, adapte´e de [45]. On pense en
particulier que dans la prote´ine, d’autres coordonne´es interviennent, non repre´sente´es ici, suivant les modes
HOOP. FC : zone de Franck Condon ; SP : point stationnaire ; FS : e´tat fluorescent ; CI : intersection conique.
Dans le cas du re´tinal dans la prote´ine, le plateau pre´sent en SP semble eˆtre diminue´, voire disparaˆıtre [25].
Partie gauche : repre´sentation d’une partie du re´tinal et des modes vibrationnels successivement excite´s, suite a`
l’excitation optique selon le moment dipolaire qui fait un angle de 10◦ environ par rapport a` l’axe de la chaˆıne
carbone´e [18] (fle`che grise).
Selon ces e´tudes, le changement du moment dipolaire dans l’e´tat excite´ (en d’autres termes
la se´paration de charges) a lieu presque paralle`lement a` l’axe du re´tinal [18, 26] ; les modes
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d’e´longation du squelette carbonique, dirige´s suivant l’axe du re´tinal, sont directement couple´s
a` l’excitation lumineuse et dominent ainsi la relaxation intitiale hors de la zone de Franck-
Condon (FC) vers un plateau (point stationaire SP). L’e´nergie est ensuite au moins partielle-
ment transmise aux modes de mouvement des atomes d’hydroge`ne hors du plan (modes HOOP :
Hydrogen Out of Plane), donc indirectement couple´s a` l’excitation lumineuse. Selon ce mode`le,
la relaxation s’effectue alors suivant trois coordonne´es : e´longation de la chaˆıne carbonique,
modes HOOP et modes de torsions autour de la double liaison critique C13=C14, pour at-
teindre la zone d’intersection des deux surfaces S0 et S1 (intersection conique CI) (figure 1.13),
zone ou` le re´tinal peut soit isome´riser vers l’e´tat 13-cis, soit retourner dans l’e´tat fondamental
tout-trans. Des variations de ces mode`les avec un plus grand nombre de modes vibrationnels
ont aussi e´te´ de´crits [31,46].
La transition S0→S1 s’accompagne d’un changement important du moment dipolaire : la
charge positive se de´place des parties C14–N a` C11–C13 en passant de S0 a` S1 [47], entraˆınant
un changement dipolaire |∆µ | important, qui a e´te´ calcule´ autour de 14 Debyes, et qui dimi-
nuerait dans la relaxation initiale (FC→SP) jusqu’a` 6 Debyes. Cette relaxation die´lectrique est
accompagne´e d’une re´organisation e´nerge´tique d’environ 2500 cm−1 [48, 49]. Puis il augmente-
rait jusqu’a` 26 Debyes en atteignant CI. Il est a` noter que les valeurs nume´riques sont calcule´es
pour un analogue simplifie´ du re´tinal [25].
La description des changements dipolaires subse´quents a` l’excitation lumineuse introduite
dans ce mode`le a` deux dimensions nous me`ne a` expliquer la deuxie`me hypothe`se : l’e´nergie so-
laire est emmagasine´e par une se´paration de charges ultrarapide, ayant lieu avant l’isome´risation
du re´tinal. La prote´ine doit se re´organiser dans ce nouvel environnement de charges, ce qui va
emmener par la suite des modifications conformationnelles.
Bien que des indications fortes d’une polarisation photoinduite et rapide existent donc,
base´es sur des conside´rations the´oriques et des proprie´te´s non line´aires du re´tinal e´tablies
expe´rimentalement, une de´tection directe et quantifie´e d’une polarisation n’a pas encore e´te´
possible. Il est possible de mesurer directement des de´placements de charges par de´tection
photoe´lectrique [50, 51, 52]. Le principe de base est repre´sente´ sur la figure 1.14A. Suite a`
une illumination visible, une tension aux bornes de l’e´chantillon apparaˆıt (figure 1.14B), ca-
racte´ristique de de´placements de charges. Cependant les de´tections photoe´lectriques sont li-
mite´es par le temps de re´ponse des appareils de mesure, dans le meilleur cas autour de quelques
picosecondes [50,53]. Elles sont donc incapables de re´soudre sur une e´chelle de temps infe´rieure
a` celle de l’isome´risation du re´tinal, qui a lieu en quelques centaines de femtosecondes.
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Fig. 1.14 : A. Sche´ma de principe de la de´tection photoe´lectrique. L’e´chantillon de bacte´riorhodopsine est
oriente´ sur un verre conducteur (couche conductrice de SnO2). Nous de´crivons la me´thode d’orientation dans le
chapitre suivant (partie 3.2.1.1). Suite a` une illumination visible, un signal est de´tecte´ apre`s amplification aux
bornes d’un voltme`tre. B. Signal e´lectrique photoinduit en fonction du temps, suite a` une excitation a` 620nm,
de [50]. La relaxation RC (RC relaxation) est de´termine´e par le circuit de mesure. La partie ne´gative (forward
process) correspond a` la se´paration de charges suite a` l’excitation du re´tinal tout-trans. Le pic positif (reverse
process) s’explique par l’excitation d’un photoproduit.
Il est donc ne´cessaire de de´velopper d’autres me´thodes d’analyse. Une approche est d’e´tudier
les effets e´lectrochromiques des changements du moment dipolaire du re´tinal sur l’absorption
line´aire dans l’ultra-violet de certains acides amine´s proches du re´tinal [54,55]. Cette approche
passe par la de´convolution d’un signal complexe qui inclut une contribution du re´tinal meˆme et
une interpre´tation base´e sur la structure tridimensionnelle de la prote´ine, et une quantification
de la polarisation n’a pas encore e´te´ possible.
Dans ce travail de the`se, nous avons de´veloppe´ une me´thode expe´rimentale, pre´sente´e dans
le chapitre suivant, utilisant les proprie´te´s non line´aires du re´tinal. Elle permet d’e´tudier les
de´placements de charges avec une re´solution temporelle conside´rablement infe´rieure au temps
d’isome´risation du re´tinal.
20
Chapitre 2
Spectroscopie cohe´rente d’e´mission
infrarouge
2.1 Etude de mouvements de charges
Nous avons vu dans le chapitre pre´ce´dent qu’il est impossible de mesurer directement des
de´placements de charges avec une re´solution temporelle meilleure que quelques picosecondes.
Cependant, afin d’e´tablir si un de´placement de charges a effectivement lieu avant l’isome´risation
du re´tinal, une re´solution temporelle meilleure que la centaine de femtosecondes est indispen-
sable. En outre, il est important de connaˆıtre l’interaction entre les re´ponses e´lectronique et
conformationnelle et leur ordre chronologique.
L’approche de´veloppe´e dans ce travail de the`se tire profit des proprie´te´s non line´aires du
re´tinal. En effet, la forte polarisabilite´ mole´culaire du deuxie`me ordre β du re´tinal permet de ca-
racte´riser macroscopiquement la polarisation qui prend naissance dans des assemblages oriente´s
de bacte´riorhodopsine.
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2.1.1 Etude de la se´paration de charges
2.1.1.1 Non line´arite´ du deuxie`me ordre et de´placement de charges
Des e´chantillons base´s sur le re´tinal tout-trans pre´sentent un fort coefficient non line´aire du
deuxie`me ordre χ(2) (autour de 5.10−10 esu dans des films secs excite´s hors re´sonance [41] ; au-
tour de 7.10−15 esu dans des films monocouches, valeur inchange´e que l’excitation soit re´sonante
ou non [40, 41]). Le de´placement de charges produit une importante contribution a` la polari-
sabilite´ non line´aire du deuxie`me ordre [56]. Le champ e´mis va ainsi refle´ter directement la
diffe´rence entre les moments dipolaires de l’e´tat fondamental et de l’e´tat excite´.
Le phe´nome`ne non line´aire du deuxie`me ordre le plus souvent utilise´ est la ge´ne´ration de
seconde harmonique ; il a e´te´ e´tudie´ dans le cas de la bacte´riorhodopsine [41, 42] en excitant
l’e´chantillon hors re´sonance, et dans le cas du re´tinal seul [40,41] avec des excitations re´sonante
et non re´sonante. Il est possible d’utiliser un autre phe´nome`ne non line´aire du second ordre,
la ge´ne´ration d’une radiation basse fre´quence par diffe´rence de fre´quences : le redressement
optique. Le de´placement pre´fe´rentiel des charges dans un sens donne´ dans un mate´riau non
centrosyme´trique va cre´er une polarisation pointant toujours dans le meˆme sens (figure 2.1).
Fig. 2.1 : Suite a` l’excitation d’un milieu pre´sentant une non line´arite´ du deuxie`me ordre par un champ
e´lectrique de fre´quence ω, des polarisations non line´aires prennent naissance dans le milieu, a` la fre´quence 2ω
(ge´ne´ration de seconde harmonique) et a` la fre´quence nulle (redressement optique).
Le redressement optique a e´te´ pre´ce´demment observe´ dans des semiconducteurs [57] et des
mate´riaux organiques [58]. Nous l’appliquons ici a` un mate´riau biologique : la bacte´riorhodopsine.
L’utilisation de cette approche permet :
- d’obtenir des informations temporelles directes, avec une re´solution femtoseconde, sur la po-
larisation cre´e´e car l’excitation peut eˆtre re´sonante ;
- d’avoir acce`s a` la dynamique de relaxation des vibrations mole´culaires du syste`me re´tinal/pro-
te´ine. L’e´mission par redressement optique se situe dans l’infrarouge, zone spectrale ou` appa-
22
2.1 Etude de mouvements de charges
raissent les transitions entre niveaux vibrationnels ; tout mouvement cohe´rent de charges sera
de´tecte´, meˆme sans eˆtre directement couple´ a` la transition optique comme en spectroscopie
Raman.
Une telle e´mission infrarouge qui perdure pendant plusieurs picosecondes a e´te´ observe´e
sur des e´chantillons de myoglobine [58]. Dans la section suivante, nous de´veloppons brie`vement
les concepts sur lesquels ce type de spectroscopie repose.
2.1.1.2 Couplage e´lectron-vibration
En cas de re´sonance e´lectronique, l’interaction entre la lumie`re et la matie`re donne lieu a` une
transition entre l’e´tat fondamental et l’e´tat excite´. La figure 2.2 repre´sente la cas de couplage
de la transition avec un seul mode vibrationnel, mais plusieurs modes peuvent eˆtre implique´s.
  D
w
 
S1 
S0 
énergie 
coordonnées 
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Fig. 2.2 : Excitation cohe´rente de niveaux vibrationnels par une impulsion gaussienne large bande (largeur
∆ω), conduisant a` une e´mission infrarouge. La surface de l’e´tat excite´ S1 peut eˆtre de´place´e dans plusieurs
dimensions, donnant lieu a` l’excitation de plusieurs modes.
La grande largeur spectrale des impulsions ultrabre`ves permet l’excitation cohe´rente de plu-
sieurs niveaux vibrationnels d’un mode. L’e´volution de la superposition cohe´rente des fonctions
d’ondes correspondant a` ces niveaux se traduit par des mouvements cohe´rents des noyaux. Les
mouvements de charges associe´s conduisent a` une e´mission e´lectromagne´tique dans l’infrarouge
moyen. Dans le domaine des fre´quences, les structures contenues dans cette e´mission vibra-
tionnelle seront d’autant plus fine que les temps de de´phasage entre modes vibrationnels sont
longues.
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La spectroscopie visible-infrarouge va donc a` priori permettre d’e´tudier les couplages e´lectro-
niques et vibrationnels ; la de´tection simultane´e des re´ponses e´lectronique et vibrationnelle du
syste`me re´tinal/prote´ine va permettre d’analyser l’e´tablissement d’une polarisation dans le mi-
lieu et sa conversion en dynamique structurale.
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2.2 Interaction laser-matie`re : e´tude des effets non line´ai-
res
Lorsqu’un champ E(t) interagit avec un milieu die´lectrique, les charges mises en mouvement
oscillent a` la fre´quence du champ excitateur, tant que son intensite´ est suffisamment faible. A
des intensite´s e´leve´es, comme engendre´es souvent avec des impulsions lasers ultrabre`ves, la
the´orie d’une re´ponse uniquement line´aire des syste`mes n’est plus suffisante. La matie`re est
fortement affecte´e par l’impulsion laser incidente, et des contributions line´aires et non line´aires
doivent eˆtre prises en compte. Dans cette partie nous allons tenter de comprendre l’origine de
ces effets non line´aires et d’e´tudier les approches utilise´es pour calculer la re´ponse non line´aire
du milieu. Nous nous concentrerons essentiellement sur les effets non line´aires du deuxie`me
ordre qui nous inte´ressent dans les chapitres qui suivent.
2.2.1 Repre´sentation classique du champ excitateur et passage en
notations complexes
Le champ e´lectrique associe´ a` une impulsion bre`ve s’e´crit typiquement sous la forme d’un
champ polarise´ line´airement E(t), porte´ par un vecteur unitaire
→
r . Il peut se de´composer en
produit d’une d’enveloppe A(t), de porteuse ωo et de dure´e τ (figure 2.3) :
→
E (t) = E(t)
→
r et E(t) = A(t)cos(ωot) (2.1)
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Fig. 2.3 : Repre´sentation de l’amplitude A(t) et du champ E(t) d’une impulsion gaussienne de dure´e 11 fs.
Dans le domaine des fre´quences, le champ s’e´crit par transforme´e de Fourier :
E(ωo) =
∫ +∞
−∞
E(t)eiωotdt =
1
2
(E(ωo) + E
∗(−ωo)) (2.2)
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ou` E(ωo) est le champ complexe de´fini par E(ωo)=2E (ωo)H (ω). H (ω) est la fonction de Hea-
viside de´finie par H (ω) = 1 si ω ≥ 0 ; H (ω)=0 si ω < 0.
Par transforme´e de Fourier inverse :
E(t) =
1
2
(E(t) + E∗(t)) = Re(E(t)) (2.3)
ou` le champ complexe E (t) associe´ au champ re´el E (t) vaut :
E(t) = A(t)e−iωot (2.4)
L’intensite´ (ou densite´ de puissance) s’exprime alors :
I(t) =
1
2ηo
|E(t)|2 = 1
2ηo
|A(t)|2 et I(ωo) = 1
2ηo
|E(ωo)|2 (2.5)
avec ηo l’impe´dance du vide (= 377 Ω).
2.2.2 Mode`le de l’oscillateur anharmonique a` une dimension
Ce mode`le simplifie´ va nous permettre d’esquisser les origines physiques des phe´nome`nes
non-line´aires ge´ne´re´s dans notre expe´rience.
On mode´lise une mole´cule par un e´lectron, de masse m et de charge e, e´lastiquement lie´ au
noyau atomique, pouvant se de´placer suivant un axe
→
x (figure 2.4).
 
 
noyau 
 
    e- 
  x 
Fig. 2.4 : Mode`le de l’e´lectron e´lastiquement lie´ au noyau, pouvant se de´placer suivant l’axe
→
x .
Imaginons une onde e´lectromagne´tique de champ e´lectrique E(t) incidente sur cette mole´cule.
Le champ e´lectrique de l’onde lumineuse induit dans le die´lectrique des de´placements e´le´mentai-
res de charges au niveau de la mole´cule, menant a` l’induction dans le mate´riau de moments
dipolaires. Une polarisation est cre´e´e.
26
2.2 Interaction laser-matie`re
Dans la suite nous faisons les hypothe`ses suivantes :
- Le mode`le est unidimensionnel.
- Le noyau est fixe sous l’action du champ e´lectrique.
- Les mole´cules sont aligne´es et isole´es les unes par rapport aux autres et n’interagissent pas
entre elles. Si p est la polarisation induite par une mole´cule, la polarisation induite par le milieu
de N mole´cules est donc P = Np.
- Le champ e´lectrique est suppose´ uniforme a` l’e´chelle de la mole´cule. L’onde incidente est plane
monochromatique, de fre´quence ω, d’amplitude Eo : E(t)=(E oe
−iωt+E o∗eiωt).
- L’excitation est re´sonante, ce qui correspond a` nos conditions expe´rimentales.
- Les effets magne´tiques sont ne´gligeables face aux effets e´lectriques.
Faisons l’inventaire des forces auxquelles l’e´lectron est soumis :
- la force de rappel : -mωo
2x ou` ωo de´pend du mate´riau
- un terme d’anharmonicite´ du milieu, caracte´rise´ par le terme α intrinse`que au milieu : -mαx 2
- un terme d’amortissement -2mΓdx
dt
, avec Γ la constante de friction
- la force exerce´e par le champ e´lectrique de l’onde : - eE(t), -e e´tant la charge ne´gative de
l’e´lectron.
L’e´quation d’e´volution de l’e´lectron s’e´crit :
d2x(t)
dt2
+ 2Γ
dx(t)
dt
+ ω2ox(t) + αx
2(t) = − e
m
E(t) (2.6)
Pour trouver une solution ge´ne´rale a` cette e´quation, on utilise un traitement perturbatif qui
consiste a` de´velopper x(t) en se´rie de puissance.
Au premier ordre de la perturbation, la re´ponse de l’e´lectron au champ applique´ est line´aire
(mode`le de l’oscillateur harmonique), correspondant au cas α=0.
d2x(1)(t)
dt2
+ 2Γ
dx(1)(t)
dt
+ ω2ox
(1)(t) = − e
m
E(t) (2.7)
Cette e´quation a pour solution :
x(1)(ω) =
−e
m
E(ω)
(ω2o − ω2 − 2iΓω)
soit en temporel x(1)(t) =
−e
m
Eoe
−iωt
(ω2o − ω2 − 2iΓω)
+ c.c. (2.8)
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La polarisation line´aire P (1) cre´e´e dans le milieu vaut
P (1)(t) = −Nex(1)(t) (2.9)
et s’e´crit en fonction de la susceptibilite´ line´aire χ(1), en notant o la permittivite´ du vide :
P (1)(t) = oχ
(1)E(t) (2.10)
Par identification on en de´duit l’expression de χ(1) :
χ(1)(ω) =
Ne2
mo
1
(ω2o − ω2 − 2iΓω)
(2.11)
Lorsque le champ e´lectrique applique´ au syste`me est suffisamment intense, le de´placement
de l’e´lectron ne peut plus eˆtre conside´re´ comme line´aire. Au deuxie`me ordre de la perturbation
(on se limite a` cet ordre qui nous inte´resse dans notre expe´rience), l’e´quation 2.6 devient :
d2x(2)(t)
dt2
+ 2Γ
dx(2)(t)
dt
+ ω2ox
(2)(t) = −[αx(1)(t)]2 (2.12)
En remplac¸ant x(1)(t) par sa valeur (e´quation 2.8), on trouve :
x(2)(t) = −αe
2
m2
E2oe
−2iωt
(ω2o − ω2 − 2iΓω)2(ω2o − 4ω2 − 4iΓω)
−αe
2
m2
Eo
ω2o(ω
2
o − ω2 − 2iΓω)(ω2o − ω2 + 2iΓω)
+ c.c. (2.13)
La polarisation du second ordre dans le milieu s’e´crit :
P (2)(t) = −Nex(2)(t) (2.14)
La polarisation est compose´e de deux termes, un oscillant a` la fre´quence 2ω, a` l’origine de la
ge´ne´ration de seconde harmonique, et un a` la fre´quence nulle (champ statique), a` l’origine du
28
2.2 Interaction laser-matie`re
phe´nome`ne de diffe´rence de fre´quences ou redressement optique.
Par de´finition, la susceptibilite´ non line´aire du deuxie`me ordre χ(2) du milieu exprime la pola-
risation P(2)(t) en fonction du champ e´lectroagne´tique excitateur :
P (2)(t) = oχ
(2)E2(t) (2.15)
Ainsi, χ(2) peut eˆtre de´compose´ en deux termes, a` la fre´quence 2ω et a` la fre´quence nulle :
χ(2)(0, ω,−ω) = Nαe
3
m2o
1
ω2o(ω
2
o − ω2 − 2iΓω)(ω2o − ω2 + 2iΓω)
(2.16)
χ(2)(2ω, ω, ω) =
Nαe3
m2o
1
(ω2o − ω2 − 2iΓω)2(ω2o − 4ω2 − 4iΓω)
(2.17)
Ce mode`le simplifie´ permet de se rendre compte que la non-line´arite´ optique re´side dans
l’anharmonicite´ de la vibration repre´sentant le mouvement de l’e´lectron autour du noyau. Le
champ excitateur provoque le mouvement lent de charges lie´es : une polarisation macroscopique
est cre´e´e. Elle devient a` son tour source d’un nouveau champ e´lectromagne´tique ENL. Ce dernier
a des caracte´ristiques spectrales et temporelles diffe´rentes fonction du phe´nome`ne non line´aire
conside´re´.
2.2.3 Calcul de la polarisation induite par un champ excitateur
La polarisation refle`te les proprie´te´s optiques du syste`me a` e´tudier. Le principe de base
pour calculer la polarisation d’ordre (n) cre´e´e dans un milieu die´lectrique est le de´veloppement
en se´rie de E(t) (approche perturbative). On de´veloppe la polarisation en se´rie jusqu’a` l’ordre 2 :
P (t) = P (1)(t) + P (2)(t) (2.18)
La polarisation line´aire P (1) s’exprime par l’interme´diaire de la susceptibilite´ line´aire du milieu
χ(1) :
P (1)(t) =
∫ +∞
−∞
oχ
(1)(ω)E(ω)e−iωt
dω
2pi
(2.19)
De la meˆme fac¸on la polarisation du deuxie`me ordre induite peut eˆtre exprime´e a` nouveau par
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la susceptibilite´ non line´aire du deuxie`me ordre χ(2) [59] :
P (2)(t) =
∫ +∞
−∞
∫ +∞
−∞
oχ
(2)(ω1, ω2)E(ω1)E(ω2)e
−i(ω1+ω2)tdω1
2pi
dω2
2pi
(2.20)
Dans le cas “instantane´” (χ(2) inde´pendant de la fre´quence), l’expression se simplifie et
P (2)(t) = oχ
(2)
∫ +∞
−∞
∫ +∞
−∞
E(ω1)E(ω2)e
−i(ω1+ω2)tdω1
2pi
dω2
2pi
(2.21)
soit P (2)(t) = oχ
(2)E(t)2 (2.22)
Pour une impulsion gaussienne, ceci donne en reprenant l’expression 2.1 de E(t)
P 2(t) = oχ
(2)(
A(t)2
2
+
A(t)2
2
cos(2ωot)) (2.23)
Cette polarisation non line´aire du deuxie`me ordre cre´e´e est repre´sente´e figure 2.5. Le deuxie`me
terme, avec une fre´quence porteuse de 2ωo, repre´sente la ge´ne´ration de seconde harmonique. Le
premier terme, centre´ sur la fre´quence nulle, a une largeur spectrale proportionnelle a` l’auto-
convolution du spectre incident, donc d’autant plus large que l’impulsion excitatrice est courte.
Il est e´gal a` la moyenne de la polarisation induite sur un cycle optique, non nul du fait de la
non centrosyme´trie du milieu. La polarisation cre´e´e par ce phe´nome`ne pointe toujours dans le
meˆme sens, d’ou` le nom de redressement optique ; son amplitude est proportionnelle a` l’inten-
site´ excitatrice, et donc au carre´ du champ excitateur.
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Fig. 2.5 : Champ e´lectrique E(t) incident (a) et polarisation induite repre´sente´e temporellement (b) et spec-
tralement (c). La polarisation pre´sente une composante rapide et une composante lente, l’une centre´e sur 2ωo
et l’autre sur la fre´quence nulle, adapte´ de [60])
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Dans notre expe´rience, l’e´chantillon de bacte´riorhodopsine e´tudie´ est excite´ en re´gime im-
pulsionnel en re´sonance ; il est alors approprie´ d’utiliser le formalisme de l’ope´rateur densite´
(chapitre 4) pour obtenir χ(2) en fonction de la fre´quence et ainsi une description comple`te de
la dynamique.
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2.3 Source infrarouge femtoseconde par redressement op-
tique
Dans les parties qui suivent nous allons voir comment la polarisation cre´e´e par le phe´nome`ne
de redressement optique va donner lieu a` une e´mission infrarouge dans le domaine THz, et
caracte´riser cette e´mission en fonction du milieu source choisi.
2.3.1 Impulsion e´lectromagne´tique ge´ne´re´e par variation rapide de
la polarisation
Nous allons montrer dans cette partie comment une variation rapide de polarisation peut
permettre l’e´mission d’une onde e´lectromagne´tique [60] (figure 2.6). Ce phe´nome`ne fut de´ja`
observe´ par Hertz au XIXe`me sie`cle [61], a` l’aide d’une e´tincelle dans un e´clateur : une variation
rapide de polarisation va agir comme un terme source dans les e´quations de Maxwell et per-
mettre la ge´ne´ration d’une onde e´lectromagne´tique ; le champ e´mis aura un spectre large centre´
en une fre´quence inversement proportionnelle a` la dure´e T du transitoire. Les diffe´rentes com-
posantes fre´quentielles sont e´mises en phase, l’e´mission large bande ainsi e´mise est cohe´rente.
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Fig. 2.6 : Variation rapide de polarisation de dure´e T et spectre e´lectromagne´tique e´mis, centre´ en 13T .
Dans le cas de Hertz, la polarisation e´tait obtenue par une variation de courant de dure´e de
transitoire de l’ordre de la nanoseconde, amenant a` la ge´ne´ration d’ondes hertzienne ou radio.
Deux techniques existent pour obtenir des variations de polarisation rapide : la commutation
photoconductrice et le redressement optique. Nous de´crivons seulement brie`vement la premie`re
solution car nous allons par la suite utiliser seulement le redressement optique pour la ge´ne´ration
infrarouge.
La commutation photoconductrice [62, 63, 64] consiste a` focaliser une impulsion lumineuse
ultrabre`ve sur un commutateur optoe´lectronique alimente´ par une tension continue. A l’arrive´e
de l’impulsion lumineuse, le commutateur initialement isolant devient conducteur et la tension
a` ses bornes diminue : une polarisation transitoire est cre´e´e. Les spectres obtenus avec cette
me´thode s’e´tendent au mieux a` 3 THz car les temps de re´ponse des commutateurs utilise´s sont
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au mieux de 100fs.
Le redressement optique, dont le principe a e´te´ explique´ plus en de´tail dans le paragraphe
2.2.3, a d’abord e´te´ utilise´ dans les anne´es 70 par Yang et al. [65] en utilisant un mate´riau
e´lectro-optique (LiNbO3) avec des impulsions picosecondes. Ils ont obtenu des e´missions dans
l’infrarouge lointain. L’arrive´e de lasers femtoseconde a permis, de par des dure´es de transitoire
beaucoup plus faibles, des e´missions a` des fre´quences bien plus e´leve´es dans le domaine des THz
a` partir de semiconducteurs [66,67,68] et de mate´riaux organiques [69].
2.3.2 Caracte´ristiques du champ rayonne´ associe´ a` la polarisation
induite
Le champ rayonne´ suite a` une variation rapide de polarisation par redressement optique
n’aura pas les meˆmes caracte´ristiques spectrales et temporelles en fonction du milieu source
utilise´ ; deux approximations diffe´rentes et mutuellement exclusives peuvent eˆtre faites :
1. L’approximation dipolaire (figure 2.7) : dans ce cas le champ est e´tudie´ a` grande dis-
tance du volume e´metteur parcouru de charges en mouvement et les dimensions de l’e´metteur
sont faibles par rapport aux longueurs d’ondes d’e´mission.
 
Fig. 2.7 : Repre´sentation du volume e´metteur. Le point d’observation est note´ M tel que ||
→
OM ||=r. O est pris
comme origine dans le volume. Dans l’approximation dipolaire, ||
→
OM ||≈||
→
PM ||, pour tout point P appartenant
au volume source. d0 est un majorant de la distance ||
→
OP ||.
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Cette approximation dipolaire impose r=OM>>d0, d0 e´tant la plus grande dimension de l’an-
tenne. La condition sur la dimension de la source impose que le mouvement de la charge est non
relativiste, car dans ce cas la vitesse d0ω<<c, c e´tant la vitesse de la lumie`re, ou encore z0<<λ.
λ et ω sont respectivement les longueurs d’onde et fre´quences e´mises. L’e´metteur prend le nom
d’antenne e´mettrice. Le champ infrarouge e´mis est directement proportionnel a` la de´rive´e se-
conde de la polarisation (calcul de´taille´ dans l’annexe B et trace´ figure 2.8) soit en notation
re´elle :
→
EIR (
→
r , t) =
1
4pio
1
rc2
∂2P (t− r/c)
∂t2
sin(θ)
→
uθ (2.24)
 Fig. 2.8 : Champ infrarouge EIR e´mis suite a` une variation de polarisation P induite par l’excitation par une
impulsion gaussienne E exc ultrabre`ve (11 fs) d’un point source, dans le domaine temporel (A) et fre´quentiel
(B). On s’est place´ dans le cas instantane´, pour lequel la polarisation induite par redressement optique est
proportionnelle a` l’intensite´ I(t) de l’impulsion (e´quation 2.23).
2. L’approximation en ondes planes : on fait l’ hypothe`se d’une source re´partie uniforme´ment
suivant un plan (x,y) (figure 2.9).
L’e´quation de propagation, de´coulant des e´quations de Maxwell dans un milieu die´lectrique
isotrope d’indice n(ω) est :
∆
→
E (
→
r , t)− 1
c2
∂2
→
E (
→
r , t)
∂t2
= µo
∂2
→
P
(NL)
(
→
r , t)
∂t2
(2.25)
L’onde se propage suivant l’axe unitaire
→
uz, donc l’e´quation de propagation se simplifie :
∆E(z, t)− 1
c2
∂2E(
→
z , t)
∂t2
= µo
∂2P (NL)(
→
z , t)
∂t2
(2.26)
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Par transforme´e de Fourier :
∂2E(z, ω)
∂z2
+ k(ω)2E(z, ω) = −µoω2P (NL)(z, ω) (2.27)
avec k(ω) =
n(ω)ω
c
le vecteur d’onde dans le milieu.
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Fig. 2.9 : Milieu d’e´paisseur e, excite´ par une impulsion femtoseconde de champ Eexc.
Maintenant que l’e´quation ge´ne´rale est e´tablie, nous allons distinguer des sources de diffe´ren-
tes ge´ome´tries se rapprochant de nos conditions expe´rimentales. Nous allons conside´rer deux
cas extreˆmes facilement mode´lisables et proches de nos conditions expe´rimentales.
2.3.2.1 Milieu plan infiniment mince
Le milieu e´tant infiniment mince, on peut ne´gliger les effets de dispersion. On est dans le
cas e << λ, λ e´tant la longueur d’onde d’e´mission. Le milieu est non centrosyme´trique, nous ne
nous inte´ressons qu’aux effets non line´aires du deuxie`me ordre. Nous allons calculer le champ
e´mis dans les trois zones repre´sente´es sur la figure 2.9.
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ZONE I ET III, |z|> e
2
:
On prend l’indice de l’air nair ≈ 1. La polarisation P(z,ω) est nulle en dehors de l’e´chantillon,
donc l’e´quation 2.27 devient :
k2EIR(z, ω) +
∂2EIR(z, ω)
∂z2
= 0 (2.28)
Le milieu e´tant infiniment mince, l’e´mission est syme´trique par rapport a` z=0, le champ
e´lectrique est une fonction paire de z. Deux ondes progressives sont e´mises :
Zone I : EIR(z, ω) = B
′e(−i
ω
c
z) (2.29)
Zone III : EIR(z, ω) = Be
(iω
c
z) (2.30)
ou` B et B’ de´pendent de ω.
ZONE II, - e
2
<z< e
2
:
Reprenons l’e´quation ge´ne´rale 2.27. Comme e << λ, la polarisation ge´ne´re´e ne de´pend pas de
z et on peut e´crire P(z,ω)≈P(0,ω), note´e P(ω), et on suppose k constant. Les phe´nome`nes de
propagation peuvent eˆtre ne´glige´s (k 2EIR(z,ω) <<
∂2EIR(z,ω)
∂z2
) donc l’e´quation 2.27 devient :
∂2EIR(z, ω)
∂z2
= −µoω2P (ω) (2.31)
Par parite´, la solution de cette e´quation est de la forme :
EIR(z, ω) = −µoω2P (ω)(
z2
2
+ A) (2.32)
Les constantes A, B et B’ se calculent en e´crivant la continuite´ du champ e´lectrique et de sa
de´rive´e en z = ± e
2
.
En utilisant les e´quations 2.29 et 2.30, la continuite´ du champ e´lectrique en z = ± e
2
:
en z =
e
2
: −µoω2P (ω)(e
2
8
+ A) = Be(i
ωe
2c
) ≈ B car e est suppose´ infiniment petit.
en z = −e
2
: −µoω2P (ω)(e
2
8
+ A) = Be−(i
ωe
2c
) ≈ B′
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Quant a` la continuite´ de la de´rive´e du champ e´lectrique en z = ± e
2
:
en z =
e
2
: −µoω2P (ω) e
2
= Bi
ω
c
(2.33)
en z = −e
2
: −µoω2P (ω) e
2
= B′i
ω
c
(2.34)
donc B = B′ = µociωP (ω)
e
2
=
iωP (ω)e
2oc
(2.35)
Pour z> e
2
, l’expression de la transforme´e de Fourier du champ e´mis est donc
EIR(z, ω) =
iωP (ω)e
2oc
e(−i
ω
c
z) (2.36)
Par transforme´e de Fourier inverse :
EIR(z, t) = −
e
2oc
∂P
∂t
(t− z
c
) (2.37)
L’onde infrarouge qui se propage est donc proportionnelle a` la de´rive´e premie`re de la polarisation
qui lui a donne´ naissance. Dans le cas d’une impulsion excitatrice gaussienne, le champ rayonne´
est alors un monocycle infrarouge (figure 2.10).
 
A 
B 
Fig. 2.10 : Champ infrarouge EIR e´mis suite a` une variation de polarisation P(t) (calcule´e dans le cas
instantane´) induite par l’excitation par une impulsion gaussienne ultrabre`ve (11fs) d’un e´chantillon infiniment
mince non line´aire, non centrosyme´trique. Repre´sentation dans les domaines temporel (A) et fre´quentiel (B).
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2.3.2.2 Propagation dans un milieu e´pais
Nous allons maintenant conside´rer le cas d’un milieu e´pais sans accord de phase. L’e´paisseur
e du milieu est grande devant les longueurs d’onde d’excitation et d’e´mission. Expliquons dans
un premier temps les phe´nome`nes a` partir de la figure 2.11.
 
 ZONE II    milieu non linéaire champ 
excitateur  
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air 
ZONE III 
 
air 
onde visible 
dispersée  onde        
infrarouge   
émise 
   0                                             e 
 uz 
Fig. 2.11 : Mode´lisation des impulsions infrarouges ge´ne´re´es apre`s excitation par une impulsion femtoseconde
de champ Eexc d’un milieu e´pais sans accord de phase.
Le faisceau visible excitateur ge´ne`re dans le mate´riau, au niveau de la face d’entre´e, une
polarisation non line´aire qui e´met un monocycle infrarouge. Cette e´mission infrarouge se pro-
page dans le milieu a` une vitesse diffe´rente de celle de l’onde visible. En se propageant, l’onde
visible continue a` ge´ne´rer un monocycle infrarouge ; le front avant de ce monocycle interfe`re
destructivement avec le front arrie`re du monocycle infrarouge cre´e´ au niveau de la face d’entre´e,
sur une longueur Leff , jusqu’a` ce que la cohe´rence entre ces deux monocycles soit perdue ; il ne
reste alors plus qu’un demi-cycle infrarouge qui, en tenant compte des facteurs de transmission
de la face d’entre´e pour une incidence normale, s’e´crit [60]
EIR(t) =
1 + nv
o(nv + nIR)(1 + nIR)
Leff
cT
P (2)(t) (2.38)
en notant nIR et nv les indices de re´fraction dans l’infrarouge et le visible respectivement, T la
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dure´e de l’impulsion visible excitatrice. P (2) est la polarisation ge´ne´re´e sur la face d’entre´e et
s’e´crit dans le cas instantane´ (e´quation 2.23) :
P (2)(t) = oχ
(2) | E ( t)|2
2
soit EIR(t) =
(1 + nv)Leffχ
(2) | E ( t)|2
2cT (nv + nIR)(1 + nIR)
(2.39)
La dure´e de l’impulsion visible se propageant dans le milieu est fortement rallonge´e par
le phe´nome`ne de dispersion, donc la ge´ne´ration d’infrarouge ne se fait que sur une e´paisseur
tre`s faible. En sortie, le champ infrarouge ge´ne´re´ est proportionnel a` la polarisation qui lui a
donne´ naissance, c’est a` dire a` l’enveloppe de l’impulsion excitatrice dans le cas d’un mate´riau
instantane´.
Passons maintenant au traitement formel du phe´nome`ne. Dans l’approximation en ondes
planes, le champ e´lectrique se de´compose sous la forme d’une enveloppe A(z,ω) et d’une por-
teuse eik(ω)z : E(z,ω)=A(z,ω)eik(ω)z.
L’e´quation 2.27 devient :
∂2A(z, ω)
∂z2
eik(ω)z − 2ik(ω)∂A
∂z
eik(ω)z = −µoω2P (NL)(z, ω) (2.40)
L’approximation paraxiale revient a` supposer que l’enveloppe du champ varie lentement selon
z a` l’e´chelle de la longueur d’onde (∂
2A
∂z2
<< k ∂A
∂z
) ce qui simplifie l’e´quation pre´ce´dente :
∂A(z, ω)
∂z
=
iµoc
2n(ω)
ωP (NL)(z, ω) (2.41)
Or ∂E
∂z
= ∂A(z,ω)
∂z
+ik(ω)A(z,ω)eik(ω)z, donc on peut e´crire l’e´quation 2.41 directement en fonction
du champ complexe :
∂E(z, ω)
∂z
− ik(ω)E(z, ω) = iµoc
2n(ω)
ωP (NL)(z, ω) (2.42)
Le champ infrarouge e´mis va de´pendre des non line´arite´s et des phe´nome`nes de dispersion dans
l’e´chantillon. Afin de pouvoir se´parer ces deux contributions, on de´compose a` nouveau E(z,t)
en produit d’une enveloppe variant lentement A(z,t) et d’une porteuse centre´e a` la fre´quence
39
Chap. 2 : Spectroscopie cohe´rente d’e´mission infrarouge
ωo et au vecteur d’onde k o de l’onde incidente :
E(z, t) = A(z, t)e(ikoz−ωot) (2.43)
Dans le domaine spectral, le champ s’e´crit
E(z, ω) = A(z, ω − ωo)e(ikoz) (2.44)
En de´rivant A(z,t) par rapport a` z, et par le changement de variable ω - ωo → ωo, on obtient
l’e´quation 2.45 :
∂A(z, ω)
∂z
= i(k(ω + ωo)− ko)A(z, ω)︸ ︷︷ ︸
effets dispersifs
+
iµoc
2n(ω)
ωP (N)(z, ω)︸ ︷︷ ︸
effets non line´aires
(2.45)
L’e´quation de propagation s’e´crit sous la forme
∂A(z, ω)
∂z
= (Dˆ + Nˆ)A(z, ω) (2.46)
L’ope´rateur Dˆ tient compte des effets de dispersion et d’absorption line´aire, tandis que Nˆ prend
en compte les effets non line´aires. Pour re´soudre cette e´quation, nous avons utilise´ la me´thode
dite de Split-Step (de´veloppe´ par M. Joffre dans le laboratoire).
 
Champ  
 
incident 
   effets 
dispersifs 
effets non 
linéaires 
Fig. 2.12 : Principe de la me´thode dite de Split-Step.
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Cette me´thode permet de mode´liser les diffe´rents phe´nome`nes d’interaction de l’onde avec
le milieu de propagation et ainsi de calculer le champ en sortie des e´chantillons. Le principe a`
la base est l’utilisation des algorithmes de transforme´e de Fourier rapide pour calculer la pro-
pagation d’impulsions dans un milieu dispersif non line´aire, en de´coupant le milieu en tranches
fines (d’e´paisseur bien infe´rieure aux e´paisseurs caracte´ristiques de variation des effets disper-
sifs et non line´aires) permettant de dissocier les effets dispersifs des effets non line´aires (figure
2.12). Les contributions des effets respectifs dans chaque tranche sont de´termine´es a` partir des
e´quations de propagation.
1. Effets de la dispersion seule. L’effet de la dispersion est e´value´ directement dans le do-
maine fre´quentiel par la relation
∂A(z, ω)
∂z
= i(k(ω + ωo)− ko)A(z, ω)
soit A(z, ω) = exp(i(k(ω + ωo)− ko)z)A(0, ω) (2.47)
2. Effets non line´aires seuls. Le champ qui se propage dans les tranches est calcule´ de proche
en proche :
A(z + dz, ω) = A(z, ω) +
iµocdz
2n(ω)
ωPNL(z, ω) (2.48)
Dans nos e´chantillons, outre la pre´sence de la non line´arite´ du deuxie`me ordre, il peut e´galement
y avoir des effets non line´aires du troisie`me ordre (effet Kerr et absorption a` deux photons).
- L’effet de la non-line´arite´ du troisie`me ordre sur la propagation du faisceau visible est
e´value´ dans le domaine temporel. On suppose χ(3) instantane´ et ω
n(ω)
≈ ωo
n(ωo)
. La polarisation
du troisie`me ordre cre´e´e dans le milieu s’e´crit :
P (3)(z, t) = oχ
(3)E(z, t)3 (2.49)
Le champ incident se de´compose sur les axes du cristal, respectivement selon ses composantes
ordinaire Eo et extraordinaire Ee (dans toute la suite de ce paragraphe, les indices o et e cor-
respondent aux directions ordinaires ou extraordinaire respectivement).
P (3)(z, t) = oχ
(3)(Eo(z, t) + Eo(z, t)
∗ + Ee(z, t) + Ee(z, t)
∗)3 (2.50)
En supposant que la susceptibilite´ non line´aire du troisie`me ordre est isotrope, on obtient [70] :
P (3)e (z, t) =
3oχ
(3)
4
(2 | Eo(z, t) |2 + | Ee(z, t) |2)Ee (2.51)
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pour la polarisation induite selon l’axe extraordinaire et
P (3)o (z, t) =
3oχ
(3)
4
(2 | Ee(z, t) |2 + | Eo(z, t) |2)Eo (2.52)
pour la polarisation induite selon l’axe ordinaire.
On en de´duit par l’e´quation 2.45, en notant F la transforme´e de Fourier :
∂Ao(z, ω)
∂z
= (−γ′ + iγ′′)F [ | (Ao(z, t) |2 + 2 | Ae(z, t) |2 ]Ao(z, t) (2.53)
∂Ae(z, ω)
∂z
= (−γ′ + iγ′′)F [ | (Ae(z, t) |2 + 2 | Ao(z, t) |2 ]Ae(z, t) (2.54)
avec
− γ′ + iγ′′ = i 3ωoχ
(3)
8n(ωo)c
(2.55)
γ’ est associe´ a` l’absorption a` deux photons et γ” a` l’effet Kerr.
L’e´quation 2.54 se re´sout directement par un changement de variable A=Beiφ (B et φ re´els) et
a pour solution :
Ae(z) = A(0, t)exp { (−1
2
+ i
γ′′
2γ′
)ln(1 + 2γ′ [ | Ae(0, t) |2 + 2 | Ao(0, t) |2 ] z) } (2.56)
Ao(z) = A(0)exp { (−1
2
+ i
γ′′
2γ′
)ln(1 + 2γ′ [ | Ao(0, t) |2 + 2 | Ae(0, t) |2 ] z) } (2.57)
pour les polarisations respectivement extraordinaire et ordinaire.
- L’effet de la non-line´arite´ du deuxie`me ordre sur la propagation du faisceau visible est
e´value´ dans les domaines temporel et fre´quentiel pour simplifier les calculs. En ne conservant
que les termes correspondant au redressement optique et dans le cas d’un accord de phase de
type II (configuration eoe), la polarisation s’e´crit
P (2)(z, t) =
oχ
(2)
2
|Ee + Eo + c.c|2
= oχ
(2) [ Ee(z, t)Eo(z, t)
∗ + c.c ] (2.58)
Par transforme´e de Fourier inverse on repasse dans le domaine spectral et on applique l’e´quation
42
2.3 Source infrarouge femtoseconde par redressement optique
2.48 :
E(z + dz) = E(z, ω) +
iωdz
2n(ω)oc
P (2)(z, ω) (2.59)
Nous avons calcule´ le champ infrarouge e´mis par un cristal d’AgGaS2 (Sulfure d’Argent et
de Gallium ou Thiogallate d’Argent), utilise´ dans nos expe´riences. Le champ obtenu avec cette
me´thode (figure 2.13) est en tre`s bon accord avec l’explication physique donne´e plus haut. Le
champ infrarouge e´mis est proportionnel a` la polarisation cre´e´e. Nous avons e´galement ve´rifie´
l’effet des non line´arite´s du troisie`me ordre dans le cas de l’AgGaS2 (e´value´es expe´rimentalement
chapitre 4) sur les caracte´ristiques spectrale et temporelle du champ e´mis : il reste ne´gligeable
dans nos conditions expe´rimentales.
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Fig. 2.13 : Trait fin : spectre de la polarisation induite dans le mate´riau pour un faisceau suppose´ gaussien,
de dure´e 11 fs. On s’est place´ dans le cas instantane´ (la polarisation est proportionnelle a` l’enveloppe du champ
excitateur). Trait e´pais : mode´lisation dans la zone spectrale qui nous inte´resse du champ infrarouge e´mis par
un cristal d’AgGaS2 d’e´paisseur 1 mm, en utilisant la me´thode du Split-Step avec un nombre de pas de 800.
L’e´chantillon est suppose´ excite´ par une impulsion gaussienne de 11 fs centre´e a` 560 nm (les caracte´ristiques
du milieu correspondent a` celles de l’AgGaS2 utilise´ dans nos expe´riences). On voit que le champ e´mis calcule´
se superpose a` la polarisation non line´aire induite. Le champ infrarouge e´mis est donc proportionnel a` la
polarisation induite dans le milieu.
En re´sume´ le champ e´mis E IR peut eˆtre proportionnel a` P(t),
∂P (t)
∂t
, ou ∂
2P (t)
∂t2
, suivant
les approximations expe´rimentales. En pratique, nous focalisons les faisceaux excitateurs au
minimum sur un diame`tre de 50 µm : comme la longueur d’onde e´mise vaut autour de 10 µm,
l’approximation dipolaire n’est donc pas valable et seuls les deux premiers cas sont applicables.
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2.3.3 Mate´riaux utilise´s pour la ge´ne´ration d’infrarouge
Les parties pre´ce´dentes de ce chapitre ont expose´ le principe de la ge´ne´ration d’une impulsion
infrarouge par variation rapide de la polarisation. Cette me´thode va nous permettre de cre´er
une e´mission infrarouge :
- dans des semiconducteurs et cristaux non line´aires (cristal d’Arseniure de Gallium-GaAs- et
de Sulfure d’Argent et de Gallium -AgGaS2-) : cette e´mission infrarouge, bien caracte´rise´e, va
servir d’onde de re´fe´rence (voir partie 2.4.1.2) ;
- dans des e´chantillons de bacte´riorhodopsine oriente´s (chapitre 4) : elle va e´galement e´mettre
dans l’infrarouge par redressement optique. C’est cette e´mission infrarouge, de´tecte´e entre 3 et
15 µm, que l’on va chercher a` caracte´riser.
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2.4 De´tection interfe´rome´trique de l’e´mission infrarouge
2.4.1 Me´thode de de´tection du champ e´mis
La premie`re contrainte expe´rimentale est d’utiliser une me´thode de de´tection de re´solution
temporelle infe´rieure a` la centaine de femtosecondes afin de pouvoir re´soudre la polarisation
sur une e´chelle de temps plus courte que l’isome´risation du re´tinal (paragraphe 2.1). Deux
me´thodes spe´cifiques de de´tection de champs te´rahertz peuvent eˆtre utilise´es [66]. Nous allons
les passer en revue pour comprendre le choix expe´rimental effectue´. Chacune de ces me´thodes
e´tant directement sensible au champ, l’e´mission infrarouge est comple`tement caracte´rise´e.
2.4.1.1 De´tection e´lectro-optique
Le champ e´mis par la bacte´riorhodopsine peut eˆtre de´tecte´ en utilisant directement un
e´chantillonnage par effet e´lectro-optique ou effet Pockels [53, 71]. Cet effet consiste en une
variation des indices de re´fraction du mate´riau e´le´ctro-optique proportionnelle a` un champ sta-
tique le traversant [72]. Suite a` l’arrive´e d’un faisceau visible excitateur, le photovoltage cre´e´
dans un e´chantillon de bacte´riorhodopsine oriente´ est transmis a` un cristal e´lectro-optique, dont
les indices de re´fraction sont modifie´s proportionnellement au champ statique le traversant [72].
Une autre partie du faisceau visible, parfaitement synchronise´e avec la premie`re, est utilise´e
pour la de´tection (faisceau sonde) : sa direction de polarisation est modifie´e lors de sa traverse´e
du mate´riau, proportionnellement aux variations du champ incident. En utilisant un analy-
seur, la variation de polarisation est directement convertie en variation de puissance optique
qui permet ainsi de remonter aux caracte´ristiques du champ infrarouge, tant que la dure´e du
faisceau visible utilise´ pour l’e´chantillonnage est courte devant l’e´chelle de temps de variation
du faisceau infrarouge.
Cette me´thode n’est pas optimale dans notre cas :
- Les conditions expe´rimentales sont tre`s critiques pour obtenir un rapport de conversion suffi-
sant (stabilite´ des faisceaux visibles, homoge´ne´ite´ de l’e´chantillon e´tudie´).
- La re´solution temporelle du milieu est limite´e par la largeur de l’impulsion et le temps de
passage de l’impulsion sonde dans le mate´riau e´lectro-optique, c’est a` dire autour de quelques
centaines de femtosecondes pour un mate´riau e´lectro-optique de 100 µm d’e´paisseur.
En revanche, l’avantage de cette me´thode est la possibilite´ de de´tecter de tre`s basses fre´quences.
2.4.1.2 Interfe´rome´trie infrarouge/infrarouge
Cette me´thode est celle retenue. Le principe est de cre´er deux e´missions te´rahertz qui vont
interfe´rer au niveau d’un de´tecteur. La bande passante de de´tection est de´termine´e par la feneˆtre
de sensibilite´ du de´tecteur aux basses fre´quences, et par la largeur spectrale effective des fais-
ceaux ge´ne´rateurs d’infrarouge de l’autre coˆte´.
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Le signal infrarouge E signal e´mis par la bacte´riorhodopsine (bR) est de´tecte´ en le faisant in-
terfe´rer avec un signal infrarouge de re´fe´rence E re´f , ge´ne´re´ par du GaAs ou de l’AgGas2 (figure
2.14).
 
détecteur 
Eréf 
   bR 
Dt 
GaAs 
      ou     
      AgGaS2 
Esignal  
Signal interférométrique 
détecté 
Evis 
Evis 
Fig. 2.14 : Sche´ma de principe de l’expe´rience.
Les deux faisceaux infrarouges interfe`rent en variant le de´lai ∆t entre les deux impulsions vi-
sibles qui leur ont donne´ naissance. Elles sont en configuration le´ge`rement non coline´aire pour
s’affranchir de termes croise´s inde´sirables [60,73].
Les faisceaux visibles sont suppose´s gaussiens, et les notations complexes utilise´es sont celles
du paragraphe 2.2.1. Le signal mesure´ au niveau du de´tecteur vaut :
S(∆t) =
1
2
∫ +∞
−∞
|
→
Ere´f (t−∆t)+
→
Esignal (t) |2 dt
= Ire´f + Isignal +Re
(∫ +∞
−∞
→
Ere´f
∗
(t−∆t)
→
Esignal (t)
)
dt
(2.60)
Le signal utile Sutile de´tecte´ est le dernier terme d’interfe´rence. Les deux faisceaux visibles e´tant
polarise´s paralle`lement, les produits vectoriels peuvent eˆtre remplace´s par des produits scalaires.
Le champ de re´fe´rence est ultrabref, on peut le remplacer par une fonction de Dirac δ(t - ∆ t).
En principe, le signal de´tecte´ donne directement acce`s au champ e´mis par la bacte´riorhodopsine :
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Sutile(∆t) = Re (
∫ +∞
−∞
E∗re´f (t−∆t)Esignal(∆t) ) dt
= Re (
∫ +∞
−∞
δ(t−∆t)Esignal(∆t)dt )
= Esignal(∆t) (2.61)
En re´alite´, le caracte`re non instantane´ du champ de re´fe´rence et la sensitivite´ spectrale du
de´tecteur vont compliquer le signal et une proce´dure de de´convolution est ne´cessaire (chapitre
4).
2.4.2 Montage expe´rimental
Dans la suite de ce chapitre, nous allons de´crire le montage expe´rimental et ses caracte´ristiques.
La repre´sentation sche´matique de l’expe´rience est donne´e figure 2.15.
Détecteur 
MCT 
NOPA
560 nm, 
11fs
échantillon
Emission 
infrarouge
GaAs
ou 
AgGaS2
Amplificateur 
1kHz, 800nm,
50fs
Délai 
variable
Oscillateur 
Ti:Sa, 800nm, 
25fs 
Fig. 2.15 : Sche´ma ge´ne´ral du montage expe´rimental.
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L’oscillateur Titane-Saphir (re´alise´ par A. Bonvalet [60] selon le design de [74]), pompe´ par
un laser Nd : YVO4 (Vanadate d’Yttrium dope´ aux ions Neodyme) double´ en fre´quence (Mil-
lennia, Spectra-Physics), injecte un amplificateur re´ge´ne´ratif a` 1 kHz qui de´livre des impulsions
centre´es a` 800 nm, de dure´e 50 fs et d’e´nergie 0.6 mJ. Cette impulsion est utilise´e pour alimenter
un oscillateur parame´trique optique non line´aire (NOPA) (re´alise´ par M.-L. Groot [58]) re´gle´
a` 560 nm. La sortie (≈ 1 µJ) est divise´e en deux parties. Une partie (≈ 100 nJ) est focalise´e
sur un semiconducteur (GaAs ou AgGas2) qui e´met dans l’infrarouge (impulsion de re´fe´rence).
L’autre partie, utilise´e a` des intensite´s maximales de 80 nJ, est focalise´e sur un e´chantillon
(GaAs, AgGaS2 ou bR), qui va e´mettre a` son tour dans l’infrarouge par redressement optique.
Les deux e´missions interfe`rent au niveau du de´tecteur MCT (Mercure Cadmium Telluride) en
variant le de´lai temporel entre les impulsions visibles.
Nous allons de´crire plus en de´tail chaque partie du montage dans les paragraphes suivants.
2.4.2.1 Oscillateur Titane-Saphir
L’obtention d’une e´mission infrarouge ne´cessite l’utilisation d’une source d’impulsions vi-
sibles femtosecondes. Un oscillateur a` milieu amplificateur solide est utilise´ comme source pri-
maire (figure 2.16).
 
laser  de 
pompe 
continu 
Ti :Sa 
 
12cm 
 
 10cm 
 
10cm 
 T=3% 
Mout 
 
Min 
 
 16° 
pompe 
Fig. 2.16 : Sche´ma de l’oscillateur Titane-Saphir. Les miroirs sphe´riques ont des rayons de courbure de 10
cm, la lentille de focalisation du faisceau pompe a une focale de 12 cm.
Afin d’obtenir des impulsions femtosecondes, il est en premier lieu important de choisir un
cristal amplificateur de largeur spectrale importante. Le cristal Ti : Sa (cristal de saphir dope´
au titane) est bien adapte´ (largeur spectrale 100 THz). Le re´gime impulsionnel est obtenu par
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un phe´nome`ne d’auto-blocage de modes (blocage de modes passif par effet Kerr [75]), avec un
taux de re´pe´tition autour de 100 MHz.
Le laser de pompe (longueur d’onde 532 nm) est focalise´ sur le cristal Ti : Sa, de longueur 4.5
mm, taille´ a` l’angle de Brewster autour de 800 nm pour minimiser les pertes. La cavite´ laser
est limite´e par le miroir d’entre´e (Min) totalement re´fle´chissant et le miroir de sortie (Mout) de
coefficient de transmission de 3%. L’angle de repli (16◦) de la cavite´ est choisi pour compenser
l’astigmatisme introduit par le cristal Ti : Sa. Les prismes de silice intracavite´ compensent la
dispersion de vitesse de groupe [76].
La puissance en re´gime continu est de 220 mW, pour une longueur d’onde autour de 800 nm.
2.4.2.1.a. Passage en re´gime impulsionnel
Le phe´nome`ne de blocage de modes va permettre de passer en re´gime impulsionnel. Il existe
des me´thodes dites de blocage actif de modes, pour lesquelles un e´le´ment externe (modulateur
pilote´ par un signal externe) bloque la phase relative entre les diffe´rents modes, et une me´thode
passive pour laquelle le blocage se fait graˆce a` des caracte´ristiques intrinse`ques aux e´le´ments
constitutifs de la cavite´. Ce dernier est retenu pour l’oscillateur Ti : Sa : le passage en re´gime
impulsionnel est permis par le phe´nome`ne de blocage de modes provoque´ par une modification
par effet Kerr du cristal amplificateur [77]. L’indice de re´fraction varie avec l’intensite´ excita-
trice par effet Kerr instantane´ :
n(t) = n0 + n2I(t) (2.62)
ou` n0 et n2 sont respectivement les indices de re´fraction line´aire et non line´aire du milieu.
La variation d’indice produit un effet de lentille de focale variable avec l’intensite´, qui se traduit
dans le cas de faisceaux gaussiens par une autofocalisation du faisceau (figure 2.17).
 
 
 
Milieu 
Kerr 
Fig. 2.17 : Phe´nome`ne d’autofocalisation d’un faisceau gaussien traversant un milieu Kerr. Au centre d’une
impulsion gaussienne, l’indice de re´fraction augmente plus que sur les bords (pour n2>0) : cre´ation d’une lentille
d’indice dans le mate´riau (lentille Kerr), de focale de´pendant de l’intensite´ maximale.
La cavite´ laser est aligne´e de telle fac¸on que les pertes durant le fonctionnement en re´gime
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continu soient supe´rieures a` celles durant le re´gime impulsionnel, ce qui revient a` favoriser l’os-
cillation en pre´sence de lentille Kerr [78]. Le faisceau qui traverse le cristal est plus amplifie´
lorsqu’il passe par le centre du cristal : l’amplification du faisceau ayant subi l’autofocalisation
est favorise´e ce qui force le laser a` ope´rer a` des intensite´s creˆtes les plus e´leve´es possibles, le
re´gime impulsionnel est favorise´.
L’initiation de l’auto-blocage de modes se fait en introduisant une le´ge`re perturbation dans
la cavite´ (en l’occurrence une le´ge`re vibration sur un miroir de la cavite´). Certains modes
pre´sents dans la cavite´ avant la perturbation seront en phase avec les nouveaux modes cre´e´s
suite a` la perturbation, et pourront ainsi continuer a` se propager dans la cavite´. Des modes
a` forts gains, capables d’induire le phe´nome`ne d’autofocalisation dans le cristal Ti : Sa, vont
donc eˆtre favorise´s et induire le phe´nome`ne d’autoblocage de modes.
2.4.2.1.b. Compensation de la dispersion de vitesse de groupe
Le blocage de modes par effet Kerr utilise´ seul ne permet pas d’avoir des impulsions sous-
picoseconde, en particulier a` cause du proble`me de dispersion de vitesse de groupe introduite
par la traverse´e du cristal, dont la longueur est choisie courte pour minimiser cet inconve´nient.
La dispersion de vitesse de groupe d’ordre 2 peut eˆtre compense´e par la pre´sence d’une paire de
prismes intracavite´s utilise´s en aller-retour. La distance entre les prismes est de´termine´e dans ce
but. Des prismes peu dispersifs sont choisis (silice) pour limiter la dispersion d’ordre supe´rieur
introduite par les prismes eux-meˆmes, et leur angle au sommet est calcule´ pour un minimum
de de´viation a` l’angle de Brewster afin de minimiser les pertes.
2.4.2.1.c. Caracte´ristiques des impulsions obtenues
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Fig. 2.18 : Intensite´ spectrale obtenue en sortie de l’oscillateur Ti : Sa.
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Avec un tel montage expe´rimental, des dure´es d’impulsions de 12 fs peuvent eˆtre obtenues [60].
Nous re´glons la cavite´ pour eˆtre mieux adapte´e au fonctionnement de l’amplificateur de´crit
partie 2.4.2.2. Les impulsions en sortie ont une dure´e de 25 fs, mesure´e par autocorre´lation
en intensite´ dans un cristal de BBO (β-Borate de Barium) et ajustement des donne´es par
une se´cante hyperbolique. La largeur spectrale vaut autour de 45 nm (figure 2.18). L’e´nergie
moyenne en sortie est de 170 mW pour des impulsions centre´es a` 800 nm.
2.4.2.2 L’amplificateur
L’oscillateur nous permet de ge´ne´rer des impulsions courtes, mais leur puissance creˆte n’est
pas suffisante pour obtenir les effets non line´aires requis pour la ge´ne´ration d’un continuum et
l’amplification parame´trique ne´cessaires au NOPA.
L’amplification des impulsions est faite au moyen d’un amplificateur re´ge´ne´ratif commercial
(Spitfire, Spectra-Physics) a` 1 kHz, base´ sur l’amplification d’impulsions chirpe´es. Brie`vement,
les impulsions en sortie de l’oscillateur sont injecte´es dans une seconde cavite´, le milieu amplifi-
cateur e´tant a` nouveau un cristal Ti : Sa, pompe´ par un laser Nd : YLF (Merlin, Spectra-Physics,
centre´ a` 527 nm, 1 kHz, 10 mJ, 250 ns), synchronise´ avec l’impulsion en sortie de l’oscillateur.
Le nombre de passages dans la cavite´ est controˆle´ activement par deux cellules de Pockels per-
mettant de controˆler l’e´tat de polarisation des impulsions, et ainsi de les injecter ou les extraire
de la cavite´.
Les impulsions ultrabre`ves ne peuvent pas eˆtre directement amplifie´es, car leurs puissances
creˆtes sont nettement supe´rieures aux seuils de dommage des milieux amplificateurs. La solu-
tion retenue [79] est de fortement diminuer la puissance creˆte en e´tirant temporellement les
impulsions, puis a` les recompresser a` leur dure´e initiale en utilisant des re´seaux dans les deux
cas [80].
Les impulsions en sortie, centre´es a` 800 nm, ont une e´nergie moyenne de 600 µJ pour une
dure´e d’impulsion autour de 50 fs, et sont polarise´es horizontalement. La stabilite´ en e´nergie
par impulsion est autour de 2%.
Les expe´riences sur la bacte´riorhodopsine recquie`rent des impulsions plus courtes (≈ 13 fs)
et centre´es autour de 560 nm, maximum d’absorption du re´tinal. Pour cette raison un NOPA
est utilise´.
2.4.2.3 L’oscillateur parame´trique optique non coline´aire (NOPA)
Le faisceau en sortie de l’amplificateur est divise´ en deux. Une partie est focalise´e sur une
lame de saphir d’e´paisseur 1 mm, permettant la ge´ne´ration d’un continuum dans le visible.
L’e´nergie est ajuste´e pour obtenir un continuum stable et spectralement lisse. L’autre par-
tie est double´e en fre´quence apre`s traverse´e d’un cristal de BBO. Le gain parame´trique est
e´galement obtenu dans un cristal de BBO.
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Fig. 2.19 : Repre´sentation sche´matique de l’oscillateur parame´trique optique non coline´aire.
2.4.2.3.a. Ge´ne´ration d’un continuum de lumie`re blanche par automodulation
de phase
Lorsqu’une impulsion laser intense (d’intensite´ note´e I(t) et centre´e en ωo) traverse un
milieu non line´aire d’e´paisseur l, d’indice non line´aire n2, elle acquiert une phase additionnelle
due a` la modulation de l’indice par effet Kerr (e´quation 2.62). Pour une impulsion laser de
fre´quence centrale ωo, ce de´placement en phase s’e´crit [81] :
φnl = −ωo
c
n2lI(t) (2.63)
La fre´quence instantane´e, de´finie comme la de´rive´e temporelle de la phase, vaut alors :
ωins = ωo − ωo
c
n2l
dI(t)
dt
(2.64)
soit une variation de fre´quence : ∆ω∝-dI(t)
dt
.
Les variations en fre´quences sont repre´sente´es sur la figure 2.20 pour des dure´es d’impulsions
gaussiennes variables. On voit que plus l’impulsion est courte, plus l’effet de modulation de
phase est important. Les mate´riaux transparents dans le visible ont un n2 positif. Pour les
temps ne´gatifs, la modulation se fait vers les basses fre´quences (partie rouge du spectre) et vers
les hautes fre´quences (partie bleue du spectre) pour les temps positifs. L’onde transmise a ainsi
un spectre en fre´quence e´largi.
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Fig. 2.20 : Impulsions gaussiennes de dure´e variable (A) et automodulation en fre´quence correspondant a` ces
impulsions (B).
2.4.2.3.b Faisceau pompe : doublage de fre´quence
Le faisceau pompe a` 400 nm est obtenu par doublage de fre´quence dans un cristal de BBO,
d’e´paisseur 0,5 mm, d’accord de phase de type I et d’angle d’accord de phase de 28◦.
Afin d’e´viter les proble`mes d’autofocalisation, nous e´loignons le´ge`rement le cristal du point focal.
2.4.2.3.c Amplification parame´trique optique
L’amplification parame´trique [72] re´sulte de l’interaction de trois champs dans un milieu non
centrosyme´trique (χ2 6= 0). On peut ge´ne´raliser le processus de ge´ne´ration de seconde harmo-
nique dans le cas pour lequel les trois photons ont des fre´quences diffe´rentes :
ω3 = ω2 ± ω1 (2.65)
Un faisceau pompe a` ω3 suffisamment intense se propageant dans un milieu non centrosyme´trique
va ge´ne´rer dans le milieu deux faisceaux de fre´quences plus faibles, de pulsations ω1 (signal) et
ω2 (comple´mentaire), si la condition d’accord de phase est ve´rifie´e (transfert d’e´nergie efficace)
(figure 2.21). Ce phe´nome`ne est appele´ fluorescence parame´trique. Dans notre cas, compte-
tenu du cristal de BBO utilise´ (accord de phase de type I, angle d’accord de phase=26◦, 2 mm
d’e´paisseur), les signaux sonde et comple´mentaire ge´ne´re´s sont polarise´s perpendiculairement au
faisceau pompe, donc verticalement ; le faisceau signal est visible et le faisceau comple´mentaire
est proche-infrarouge.
Il se propage, en plus du faisceau pompe intense, le faisceau d’injection visible, continuum
de lumie`re blanche de faible intensite´. Superpose´e temporellement au faisceau pompe, la com-
posante fre´quentielle du continuum e´gale a` celle du faisceau signal verra son intensite´ augmenter.
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Fig. 2.21 : Principe de fluorescence parame´trique dans un cristal non centrosyme´trique. L’accord de phase est
re´alise´ lorsque le vecteur d’onde du faisceau pompe
→
kp (fre´quence ωp) est e´gale a` la somme des vecteurs d’onde
signal
→
ks (fre´quence ωs) et comple´mentaire
→
kc (fre´quence ωc). La conservation e´nerge´tique impose ωp=ωs+ωc.
En pratique l’accord de phase est re´alise´ entre faisceaux signal et comple´mentaire lorsqu’un
anneau de superfluorescence visible apparaˆıt [82, 83]. Le faisceau sonde (continuum de lumie`re
blanche) est alors superpose´ au faisceau signal lorsque l’angle entre faisceaux pompe et sonde
vaut le demi-angle au sommet du coˆne de fluorescence (6,4◦ dans notre cas, figure 2.22). En
ajustant le de´lai temporel entre pompe et sonde, un gain visible ultralarge est permis dans la
zone spectrale souhaite´e.
Fig. 2.22 : Photographie du dispositif expe´rimental utilise´ pour l’amplification parame´trique optique. L’angle
entre pompe (faisceau a` 400 nm) et continuum de lumie`re blanche est e´gal au demi-angle au sommet du coˆne
de superfluorescence pour obtenir un gain large bande.
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L’impulsion visible ge´ne´re´e est transporte´e a` l’aide d’optiques re´fle´chissantes ; pour obtenir
des impulsions de dure´e suffisamment faible, il convient de compenser le chirp introduit par le
continuum et la dispersion du deuxie`me ordre introduite par le cristal de BBO. Nous utilisons
des prismes en silice a` angle faible [84] plutoˆt que des prismes de Brewster, pour diminuer au
maximum la dispersion d’ordre supe´rieur.
Le NOPA est re´gle´ sur des impulsions centre´es a` 560 nm, afin d’avoir une excitation re´sonante
de la bacte´riorhodopsine. A cette longueur d’onde, la dure´e de l’impulsion est de 11 fs (la mesure
est explique´e par la suite, partie 2.5.2.2) et son e´nergie vaut 1 µJ.
2.4.2.4 Spectrome`tre infrarouge par interfe´rome´trie
Le principe ge´ne´ral du spectrome`tre utilise´ pour caracte´riser l’e´mission infrarouge ge´ne´re´e
par la bacte´riorhodopsine est de´crit en de´but de ce chapitre (partie 2.4.1.2).
Les cristaux utilise´s pour la ge´ne´ration d’infrarouge doivent eˆtre transparents dans l’infrarouge,
posse´der un coefficient non line´aire du deuxie`me ordre important et un seuil de dommage e´leve´.
Deux cristaux sont utilise´s dans le montage : le Gallium d’Arsenide (GaAs) et le Sulfure d’Ar-
gent et de Gallium (AgGaS2). Leurs caracte´ristiques sont accessibles avec SNLO [85]
- L’AgGaS2 est utilise´ pour caracte´riser la dure´e de l’impulsion visible, caracte´riser la fonc-
tion de transfert du syste`me de de´tection et de´terminer la valeur du changement de moment
dipolaire ∆µ de la bacte´riorhodopsine. Il est transparent de 0,6 a` 13 µm, donc dans la zone
d’e´mission comme dans la zone d’excitation, ce qui permet de facilement mode´liser son e´mission
infrarouge (cas instantane´). Son coefficient non line´aire deff vaut 10 pm/V.
- Le GaAs est un semiconducteur qui posse`de un coefficient non line´aire plus important
(deff = 100 pm/V) et il est transparent dans l’infrarouge (de 0,9 a` 17 µm), mais pas dans
la zone d’excitation. Nous utilisons son e´mission infrarouge comme re´fe´rence pour de´tecter le
signal infrarouge e´mis par la bacte´riorhodopsine. Il est en effet pre´fe´re´ a` l’AgGaS2 de par son
coefficient non line´aire tre`s e´leve´ et sa gamme de transparence dans l’infrarouge plus large. Par
contre, duˆ a` sa forte absorption dans le visible, une polarisation non instantane´e contribue a` la
re´ponse du deuxie`me ordre, et la mode´lisation fiable n’est pas possible.
2.4.2.4.a. Autocorre´lation dans l’AgGaS2
Afin de caracte´riser les impulsions visibles, nous de´tectons le signal d’autocorre´lation entre
deux faisceaux e´mis par l’AgGaS2. Le sche´ma de la figure 2.23 montre que c’est une ca-
racte´risation par diffe´rence de fre´quences et non par la ge´ne´ration de deuxie`me harmonique plus
habituelle. Les deux faisceaux ge´ne´re´s dans l’AgGaS2 vont interfe´rer au niveau du de´tecteur
MCT, en faisant varier le de´lai temporel entre les deux faisceaux visibles excitateurs.
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Fig. 2.23 : Montage interfe´rome´trique. Deux faisceaux visibles, se´pare´s en deux parties, sont focalise´s sur un
semiconducteur (AgGas2) qui e´met dans l’infrarouge par redressement optique. Les e´missions infrarouges sont
focalise´es par des miroirs recouverts d’une couche d’or sur le de´tecteur MCT, ou` elles interfe`rent en faisant
varier le de´lai temporel entre les deux impulsions visibles.
L’interfe´rome`tre
Le retard dans le visible est varie´ en utilisant un interfe´rome`tre de Michelson. Une lame
se´paratrice large bande se´pare le faisceau incident issu du NOPA en deux parties. La pla-
tine de translation motorise´e mode`le MM2500F, Micro-Controle, groupe Newport) posse`de une
re´solution de 0.1 µm.
Pas d’e´chantillonnage
Pour ne pas perdre d’information, la fre´quence d’e´chantillonnage doit eˆtre au minimum
supe´rieure au double de la fre´quence maximale contenue dans le signal mesure´ (crite`re de Ny-
quist). Le pas d’e´chantillonnage est fixe´ a` 4 fs (correspondant a` un e´cart fre´quentiel d’environ
8300 cm−1).
De´tection de l’e´mission infrarouge
Les signaux infrarouges vont interfe´rer au niveau du de´tecteur MCT (mode`le J15D12-M204-
S100U, Judson) refroidi a` 77◦K (azote liquide). La taille du pixel de de´tection vaut 100*100
µm2 ; il est recouvert d’une feneˆtre en germanium. Sa sensibilite´ s’e´tend de 3 a` 15 µm. Le signal
provenant du de´tecteur est pre´amplifie´ (gain variable ×10 ou ×100, mode´le PA101, Judson).
Ce signal est a` nouveau amplifie´, suivi d’un e´chantillonneur-bloqueur puis filtre´ par un amplifi-
cateur a` de´tection synchrone (mode`le 5209, EGG) synchronise´ sur le faisceau visible excitateur.
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Les optiques de collimation utilise´es pour le transport des faisceaux infrarouges jusqu’au
de´tecteur sont des miroirs paraboliques plaque´s d’or, et donc de´nue´s d’aberration pour des
conjugaisons infini/foyer et sans dispersion. Les miroirs utilise´s ont un diame`tre de 76 mm,
avec des focales respectivemement de 178 mm (M1) et 89 mm (M2, M3 et M4). L’ouverture
maximale permise est ainsi de 35◦, sachant que l’angle entre les faisceaux incidents et re´fle´chis
par un miroir est de 45◦. La divergence importante des faisceaux infrarouges a` la longueur
d’onde λIR vaut [60]
θIR = 2
√
λIR
piwo
, wo est le col (waist) du faisceau visible excitateur (2.66)
La tache focale dans le plan du ge´ne´rateur infrarouge mesure 50 µm de diame`tre. L’ouverture
maximale a` 15 µm (coupure du de´tecteur MCT) est donc de 31◦ et les miroirs choisis permettent
bien de collecter tout le flux capte´ par le de´tecteur.
2.4.2.4.b. Intercorre´lation entre signaux e´mis par bR et par GaAs
Dans ce cas, le montage est le´ge`rement modifie´ (figure 2.24). Cette fois les e´missions in-
frarouges qui vont interfe´rer proviennent de l’e´mission de bR et de GaAs, en variant le de´lai
temporel 1.
 
Fig. 2.24 : Montage interfe´rome´trique dans le cas de l’intercorre´lation entre signaux e´mis par la
bacte´riorhodopsine et par GaAs. Le principe de de´tection et les platines utilise´es sont identiques au cas de
l’autocorre´lation dans un semiconducteur.
Le retard nul entre ces deux faisceaux est obtenu en cherchant un signal de transmission
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diffe´rentielle pompe/sonde de re´fe´rence dans le germanium, support de la bacte´riorhodopsine,
permis en focalisant les deux faisceaux visibles sur l’e´chantillon de´cale´ en dehors de la zone
recouverte par la bacte´riorhodopsine. Le faisceau visible e´tant comple`tement absorbe´ par la
bacte´riorhodopsine, ce signal de transmission diffe´rentielle qui pourrait eˆtre geˆnant pour notre
e´tude disparaˆıt lorsqu’on e´tudie la bacte´riorhodopsine.
L’interfe´rogramme peut eˆtre mesure´ jusqu’a` un de´lai temporel de 5 ps, correspondant a`
une re´solution spectrale d’environ 6 cm−1. Un balayage complet correspond dans ce cas a` 2048
points, et prend environ 4 minutes. Un signal complet est constitue´ d’une moyenne de 20 ba-
layages (permettant un rapport signal a` bruit autour de 3.10−4). Afin de corriger pour une
variation lente du de´lai pompe sonde (≈ 10 µm/h), les balayages sont recale´s a` l’origine des
temps. La correction des fluctuations lentes du laser est permise en disposant un modulateur
me´canique (chopper) a` 200 Hz sur le faisceau visible focalise´ sur le semiconducteur (e´mission
infrarouge de re´fe´rence). L’e´chantillon de bacte´riorhodopsine peut eˆtre entraˆıne´ en rotation
(6 Hz) afin de s’assurer qu’a` chaque nouvel impact laser, la bacte´riorhodopsine est dans son
e´tat fondamental tout-trans. Une photographie de la dernie`re partie du montage expe´rimental
(ge´ne´ration et transport du faisceau infrarouge) est donne´e figure 2.25.
Fig. 2.25 : Photographie de la dernie`re partie du montage expe´rimental, montrant le cristal de GaAs et la
bacte´riorhodopsine sur son support tournant. Les e´missions infrarouges (surimpose´es en rouge sur la photo)
sont focalise´es sur le de´tecteur MCT par des miroirs en or.
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2.5 Ge´ne´ration d’infrarouge dans des cristaux non line´aires :
expe´rience et simulation
2.5.1 Source infrarouge a` base de GaAs
Deux cristaux de GaAs ont e´te´ utilise´s, un de type 〈1,1,0〉 d’e´paisseur 110 µm et un cristal
de type 〈1,1,0〉 de 700 µm d’e´paisseur [60], car l’emploi d’un e´chantillon plus e´pais est utile pour
augmenter la re´solution de l’interfe´rome`tre (paragraphe 2.5.3). Le rendement de conversion de
chacun de ces cristaux, fortement absorbants dans le visible, est e´gal.
L’e´mission obtenue est repre´sente´e figure 2.26 :
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Fig. 2.26 : Signal d’autocorre´lation obtenu dans le GaAs. Par transforme´e de Fourier, on obtient le spectre
de l’e´mission infrarouge ge´ne´re´e. La coupure du de´tecteur a` 15 µm explique les oscillations de part et d’autre
du signal d’autocorre´lation et la coupure brutale au niveau du spectre.
Nous utilisons ces cristaux essentiellement a` cause de leur grand rendement. Pour une puis-
sance moyenne incidente de 100 µW, la puissance moyenne infrarouge e´mise vaut environ 100
pW, donc l’efficacite´ de conversion visible/infrarouge est de 10−6.
Le GaAs e´tant absorbant dans le visible, seule une faible e´paisseur va ge´ne´rer de l’infrarouge,
on est proche du mode`le du mate´riau infiniment mince. Ne´anmoins, du fait de son absorption,
des composantes non instantane´es contribuent au redressement optique, ce qui rend difficile la
mode´lisation de l’e´mission infrarouge. En revanche, en utilisant un cristal transparent dans le
visible, ce proble`me n’apparaˆıt plus. La ge´ne´ration d’infrarouge dans un mate´riau transparent
dans le visible est e´tudie´e ci-apre`s expe´rimentalement.
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2.5.2 Source infrarouge a` base d’AgGaS2
2.5.2.1 Caracte´ristiques du champ infrarouge e´mis
Nous utilisons des cristaux d’ AgGaS2 de type II, d’e´paisseur 1 mm. Il est transparent dans le
visible et correspond au cas du mate´riau e´pais pre´sente´ partie 2.3.2.2. Ces cristaux sont utilise´s
pour caracte´riser l’impulsion visible excitatrice et l’e´mission infrarouge de la bacte´riorhodopsine
a` temps court car leur e´mission infrarouge est facilement mode´lisable. A 560nm, l’AgGaS2 ne
peut pas ve´rifier la condition d’accord de phase, l’efficacite´ de conversion sera faible (trois fois
plus faible que dans le cas du GaAs), et c’est pourquoi nous utilisons le GaAs pour obtenir un
meilleur rapport signal a` bruit.
Le signal d’autocorre´lation obtenu dans ce cristal suite a` une excitation a` 560 nm est donne´
figure 2.27 avec le spectre associe´.
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Fig. 2.27 : Signal d’autocorre´lation obtenu par excitation visible du cristal d’AgGaS2 et spectre correspondant
obtenu par transforme´e de Fourier en trait plein. Le spectre d’e´mission du GaAs est rappele´ en pointille´s.
Le spectre obtenu dans le cas de l’utilisation d’un cristal d’AgGaS2 est le´ge`rement plus large
que celui obtenu en utilisant du GaAs.
L’AgGaS2 pre´sente de l’absorption a` deux photons, que nous quantifions expe´rimentalement
en trac¸ant la courbe de de´pendance de l’intensite´ visible transmise par l’e´chantillon en fonction
de l’intensite´ en entre´e (figure 2.28). Cette courbe est obtenue dans les conditions expe´rimentales
de ge´ne´ration d’infrarouge en focalisation sur la face d’entre´e du cristal.
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Fig. 2.28 : Coefficient de transmission de l’impulsion visible excitatrice en fonction de la puissance creˆte
incidente sur l’e´chantillon par unite´ de surface. La courbe en trait plein est obtenue the´oriquement en suppo-
sant uniquement la pre´sence d’absorption a` deux photons. Cette courbe est inde´pendante de l’orientation de
l’e´chantillon, puisque l’absorption a` deux photons se fait sur une e´paisseur bien infe´rieure a` l’e´paisseur totale
de 1 mm de l’e´chantillon. En effet, en de´focalisant de 200 µm le faisceau excitateur en avant de l’e´chantillon, le
coefficient de transmission reste constant.
Ne´anmoins, l’effet de l’absorption a` deux photons n’apparaˆıt pas lorsqu’on mesure l’inten-
site´ du champ infrarouge e´mis, qui est line´aire avec l’intensite´ excitatrice (figure 2.29).
0 100 200 300 400
Eclairement incident, GW/cm²
C
h
am
p
 in
fr
ar
o
u
g
e 
ém
is
, u
.a
.
 Fig. 2.29 : Line´arite´ du champ infrarouge e´mis par l’AgGaS2 en fonction de l’intensite´ visible excitatrice. La
position de l’e´chantillon est optimise´e pour maximiser le signal infrarouge e´mis.
Comme attendu dans un processus non line´aire du deuxie`me ordre (voir Chapitre 4), le
champ infrarouge e´mis par l’AgGaS2 varie line´airement avec l’intensite´ excitatrice. L’absence
de l’effet de l’absorption a` deux photons sugge`re que seule une e´paisseur faible de l’e´chantillon
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contribue a` la ge´ne´ration d’infrarouge. Plus pre´cise´ment, en incluant la valeur d’absorption
a` deux photons e´value´e expe´rimentalement au programme base´e sur la me´thode du Split-Step
(paragraphe 2.3.2.2), on peut calculer la longueur a` partir de laquelle l’e´mission infrarouge reste
inchange´e : elle correspond a` la longueur sur laquelle l’infrarouge est ge´ne´re´ et vaut autour de
12 µm dans notre cas.
En de´focalisant de 200 µm le faisceau excitateur en avant de l’e´chantillon, le coefficient de
transmission reste constant (≈ 0,6), meˆme a` intensite´ maximale.
Nous concluons que l’absorption a` deux photons joue un roˆle dans une e´paisseur caracte´ristique
comprise entre 12 µm et 200 µm.
La simplicite´ de la mode´lisation du signal infrarouge e´mis par ce cristal permet de ca-
racte´riser temporellement la dure´e des impulsions visibles, comme de´taille´ au paragraphe sui-
vant.
2.5.2.2 Mesure de la dure´e des impulsions visibles
En simulant le signal d’autocorre´lation obtenu a` partir de l’AgGaS2, on peut facilement
remonter a` la dure´e de l’impulsion visible excitatrice. Les faisceaux visibles sont suppose´s gaus-
siens, et l’e´mission infrarouge proportionnelle a` la polarisation qui lui a donne´ naissance, c’est a`
dire proportionnelle a` l’enveloppe de l’impulsion visible excitatrice. Par transforme´e de Fourier,
nous remontons au spectre de l’e´mission infrarouge. Nous modifions la dure´e des impulsions
jusqu’a` obtenir une largeur spectrale identique au spectre de l’e´mission infrarouge de l’AgGaS2
(figure 2.30).
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Fig. 2.30 : En trait fin, spectre infrarouge e´mis par l’AgGaS2 apre`s correction par la re´ponse de transfert
du de´tecteur au dessus de la coupure du de´tecteur vers 700 cm−1. En trait plein, spectre infrarouge calcule´
the´oriquement pour une impulsion visible gaussienne de 11 fs.
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Dans notre expe´rience, nous utilisons des impulsions visibles de dure´e comprise entre 11 et 13 fs
a` 560 nm, pour un profil d’intensite´ gaussien. Plus pre´cise´ment, la dure´e de l’impulsion visible
incidente sur le semiconducteur vaut 11 fs, et celle focalise´e sur la bacte´riorhodopsine 13 fs.
2.5.3 Re´solution du syste`me
2.5.3.1 Limite par le ge´ne´rateur infrarouge
Le faisceau infrarouge ge´ne´re´ par le semiconducteur va re´fle´chir partiellement a` l’interface
cristal/air. Chaque faisceau visible va donc ge´ne´rer deux re´pliques (figure 2.31).
 
 GaAs 
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Fig. 2.31 : Re´flexion du faisceau infrarouge a` l’interface cristal/air. Les faisceaux arrivent perpendiculairement
a` la face d’entre´e de l’e´chantillon. Le le´ger angle introduit sur le sche´ma n’est pas conforme a` la disposition
physique, et est uniquement utile pour clarifier la figure.
Le cristal fait 110 µm d’e´paisseur. Le faisceau re´fle´chi a un retard temporel ∆t par rapport
au faisceau directement transmis :
∆t =
2ngIRe
c
≈ 2.93 ps (2.67)
ou` c
ngIR
est la vitesse de groupe de l’infrarouge dans le GaAs (ngIR = 4 e´tant l’indice de groupe
du GaAs dans l’infrarouge et c la ce´le´rite´ de la lumie`re). La re´solution de l’interfe´rome`tre est
donc dans ce cas au mieux d’environ 11 cm−1.
Le signal d’autocorre´lation obtenu dans le cas du GaAs est donne´ figure 2.32. La distance
entre l’interfe´rogramme principal a` l’origine et ses re´pliques vaut bien 2.93 ps. Leur amplitude
maximale varie comme le facteur de re´flexion en champ e´leve´ au carre´ : r2=[
nφIR−1
nφIR+1
| avec nφIR=3.5
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l’indice de phase du GaAs. On calcule r2≈3, en bon accord avec les donne´es expe´rimentales.
Nous disposons e´galement d’un e´chantillon de GaAs de 700 µm d’e´paisseur, dans ce cas les
e´chos se situent a` 20 ps soit une re´solution autour de 2 cm−1.
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Fig. 2.32 : Signal interfe´rome´trique obtenu par autocorre´lation des faisceaux infrarouges e´mis par un seul
cristal de GaAs.
La re´solution du spectrome`tre n’est pas limite´e par des re´flexions dans l’e´chantillon de
bacte´riorhodopsine : l’e´paisseur du germanium est de 1 mm, supe´rieure a` celle de l’e´chantillon
de GaAs, et les re´flexions au niveau de la couche de bacte´riorhodopsines transmises ensuite par
le germanium sont ne´gligeables car infe´rieures a` 0,3%.
2.5.3.2 Limite par l’interfe´rome`tre
En supposant que seul l’interfe´rome`tre est limitant, la re´solution spectrale de l’interfe´rome`tre
de´pend directement du retard maximal de la ligne a` retard. Ce retard maximal est supe´rieur
a` 20 ps, nous serons donc en the´orie tout le temps limite´ par l’e´paisseur du cristal produisant
l’onde de re´fe´rence.
En pratique, le retard maximal accessible avec un rapport signal sur bruit suffisant est de 5
ps (re´solution de 7 cm−1).
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Pre´paration et comparaison des
e´chantillons
Dans ce chapitre, nous allons caracte´riser les e´chantillons de bacte´riorhodopsine que nous
e´tudions dans notre expe´rience de spectroscopie cohe´rente d’e´mission infrarouge, dont les re´-
sultats sont pre´sente´s chapitre 4.
1. Dans une premie`re partie (paragraphes 3.1 et 3.2), nous de´crivons comment nous obtenons
des e´chantillons de bacte´riorhodopsine (culture, purification des membranes, puis pre´paration
d’e´chantillons secs oriente´s) et indiquons leurs caracte´ristiques spectrales et fonctionnelles.
2. Nous caracte´risons ensuite spectralement et temporellement les premiers photoproduits de
diffe´rents e´chantillons de bacte´riorhodopsine (paragraphe 3.3). Pour cela nous utilisons une
me´thode plus “classique” d’absorption transitoire femtoseconde.
Nous e´tudions :
- Des e´chantillons dits “secs” (ils sont en fait a` humidite´ ambiante, soit ≈ 50 % d’humidite´). Ce
sont ces types d’e´chantillons a` la fois macroscopiquement oriente´s et transparents dans l’infra-
rouge (dans le cas ou` le substrat utilise´ est le germanium) qui permettent d’obtenir une e´mission
mesurable dans les expe´riences de spectroscopie cohe´rente d’e´mission infrarouge (chapitres 2 et
4).
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- Des e´chantillons en suspension pour e´tudier l’influence de l’environnement aqueux sur les
processus primaires et e´tablir si les premiers processus photoinduits des e´chantillons secs sont
repre´sentatifs de ceux de la bacte´riorhodopsine dans son milieu d’hydratation naturelle.
- Des e´chantillons ayant e´te´ immerge´s dans des solutions a` pH tre`s bas (autour de 1-2), ce
qui a pour conse´quence de varier les caracte´ristiques spectrales, temporelles et fonctionnelles
de la bacte´riorhodopsine, sans pour autant la de´truire. Ils vont nous aider a` l’analyse de la
bacte´riorhodopsine native.
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3.1 Obtention de bacte´riorhodopsine
Dans les parties suivantes, nous ne donnons que les grandes lignes d’obtention de la bacte´rio-
rhodopsine apre`s culture de la bacte´rie Halobacterium salinarium. Pour une description plus
de´taille´e, se reporter a` l’annexe C.
3.1.1 Culture de la bacte´rie Halobacterium salinarium et isolement
des membranes pourpres
La culture et purification suivent de pre`s le protocole de [86]. Les bacte´ries H. salinarium
sont cultive´es dans 6 litres de milieu tre`s salin (description du milieu en annexe C), e´claire´es
en permanence par des tubes fluorescents reproduisant la lumie`re du jour. Les membranes des
bacte´ries sont isole´es par des e´tapes successives de lyse, lavage et centrifugation en gradient de
densite´.
Nous avons vu (chapitre 1) que la membrane cellulaire est physiquement se´pare´e en membrane
pourpre et membrane rouge. Nous rappelons qu’avec les conditions de culture et avec la souche
d’H. salinarium utilise´es, la bacte´riorhodopsine est la prote´ine presque exclusive contenue dans
la membrane pourpre. En revanche d’autres prote´ines colore´es sont pre´sentes dans la membrane
rouge, il est donc important de se´parer les deux types de membrane. Pour cela nous de´posons
les membranes recueillies sur un gradient de sucrose. Apre`s centrifugation (figure 3.1), les deux
membranes se se´parent du fait de densite´s diffe´rentes et ainsi deux importantes bandes appa-
raissent :
-une bande pourpre (membrane pourpre),
-une bande rouge (restes de membrane rouge n’ayant pas encore e´te´ e´limine´s par les centrifu-
gations successives).
Fig. 3.1 : Se´paration des membranes pourpres et rouges par gradient de sucrose. Le le´ger surnageant jaune
observe´ est probablement un artefact duˆ au sucrose.
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Les bandes pourpres sont re´cupe´re´es et lave´es de tout sucrose ; a` partir de 6 litres de culture,
nous obtenons en moyenne 6 mL de membrane pourpre avec un densite´ optique par millime`tre
a` 568 nm de 2,5 (concentration en bacte´riorhodopsine de 400 µM).
3.1.2 Spectres d’absorption caracte´ristiques
La purification est facilement ve´rifiable en mesurant le spectre d’absorption visible des
suspensions de membranes (figure 3.2).
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Fig. 3.2 : En pointille´s le spectre d’absorption des membranes re´colte´es, compose´es d’un me´lange de mem-
branes pourpre et rouge. Les modulations du spectre coˆte´ bleu sont caracte´ristiques des carote´no¨ıdes. En trait
plein, spectre d’absorption de la membrane pourpre, centre´ a` 568 nm.
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3.2.1 Echantillons oriente´s
Une caracte´ristique importante du re´tinal (chapitre 1) est sa polarisabilite´ du deuxie`me ordre
e´leve´e, et nous allons chercher a` comprendre son roˆle dans les premiers processus photoinduits.
Suite a` une excitation optique, si l’e´chantillon est organise´ de fac¸on non centrosyme´trique,
il va e´mettre une onde infrarouge (chapitre 2) permettant en principe de remonter aux ca-
racte´ristiques de la polarisabilite´ du deuxie`me ordre. Il est donc indispensable d’orienter les
e´chantillons pour les rendre non centrosyme´triques et ainsi obtenir une e´mission infrarouge me-
surable.
Une des remarquables proprie´te´s de la bacte´riorhodopsine est la possibilite´ de pre´parer des
e´chantillons secs oriente´s et extreˆmement stables pendant plusieurs anne´es. Ici, des membranes
(environ 2000 couches) sont empile´es avec la meˆme orientation, le re´tinal est oriente´ dans un
coˆne de demi-angle au sommet proche de 61◦ par rapport a` la normale aux e´chantillons [17] et
l’orientation macroscopique dans le plan est ale´atoire (figure 3.3).
 Fig. 3.3 : Echantillons oriente´s de membrane pourpre. Les membranes sont oriente´es par leur moment dipolaire
permanent. Les re´tinals sont oriente´s dans un coˆne de demi-angle au sommet d’environ 61◦.
3.2.1.1 De´position par e´lectrophore`se
Les e´chantillons de membranes pourpres sont oriente´s par e´lectrophore`se [51], en appliquant
un champ e´lectrique statique a` une suspension de membranes pourpres contenue dans de l’eau.
Les e´chantillons sont oriente´s par le moment dipolaire permanent des membranes ((6±1).10−23
C.m, [87]).
Afin de pre´parer la suspension pour la de´position par e´lectrophore`se, la premie`re e´tape est
d’e´liminer les ions libres contenus dans la suspension de membrane pourpre re´colte´e (paragraphe
3.1.1), par des lavages successivement acide et basique (pH des solutions fixe´ a` l’aide d’acide
chlorhydrique HCl et d’hydroxyde de sodium NaOH). La suspension est ensuite purifie´e par
des lavages dans de l’eau distille´e de tre`s faible conductivite´ (< 50 µS/cm).
200 µL de suspension de densite´ optique comprise entre 1 et 1.5 / mm (correspondant a`
environ 240 µM de bacte´riorhodopsine) est de´pose´e sur une plaque de verre recouverte d’une
couche conductrice (SnO2) ou sur du germanium, elles-meˆmes inse´re´es dans le dispositif de la
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figure 3.4, puis la de´position par e´lectrophore`se se fait comme indique´ dans la le´gende de la
figure 3.5.
Fig. 3.4 : Dispositif expe´rimental utilise´ pour l’orientation des e´chantillons par e´lectrophore`se.
Fig. 3.5 : La plaque de germanium (ou de verre conducteur) de´pose´e dans le dispositif de la figure 3.4 est relie´e
a` l’anode. La suspension de membranes pourpres est de´pose´e sur la plaque, et la cathode est descendue jusqu’a`
obtenir une distance de 2 mm entre les deux e´lectrodes. Une tension de 3 a` 5 V est alors applique´e pendant
3 secondes : les membranes pourpres descendent pendant ce temps vers la plaque de germanium (ou de verre
conducteur) relie´e a` l’e´lectrode positive (A) du fait de leur charge ne´gative. Les membranes sont ainsi oriente´es
par leur moment dipolaire permanent paralle`lement a` la tension applique´e (B). L’eau pre´sente en surface est
enleve´e, et les e´chantillons sont se´che´s pendant une nuit a` humidite´ ambiante.
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Une fois se´che´s, les e´chantillons sont tre`s re´sistants et stables pour plusieurs anne´es.
Fig. 3.6 : Echantillons anhydres de bacte´riorhodopsine sur plaque de germanium, densite´ optique ≈ 2 a` 565
nm.
Le germanium (figure 3.6) est choisi comme substrat pour deux raisons :
- Sa conductance est suffisante pour qu’il soit utilise´ comme e´lectrode lors de la de´position
e´lectrophore´tique.
- Il est transparent de 3 a` 15 µm, et permet donc de mesurer l’e´mission infrarouge subse´quente
a` l’excitation visible des e´chantillons de bacte´riorhodopsine en transmission.
Le verre conducteur est quant a` lui utilise´ pour des expe´riences d’absorption transitoire
dans le visible. L’homoge´ne´ite´ des e´chantillons de´pose´s par e´lectrophore`se est meilleure qu’en
de´position par se´chage seul.
3.2.1.2 Modification du photocycle avec l’humidite´
Les e´chantillons “secs” sont a` humidite´ ambiante (50% d’humidite´). Nous avons vu au cha-
pitre 1 le photocycle fonctionnel de la bacte´riorhodopsine adapte´e a` la lumie`re dans ses condi-
tions d’humidite´ physiologique, c’est a` dire a` 100 % d’humidite´. Le photocycle de l’e´chantillon
sec est modifie´ et fortement ralenti (≈ 100 ms) [88], comme repre´sente´ figure 3.7. A faible hu-
midite´, l’adaptation a` la lumie`re est geˆne´e (a` 50% d’humidite´, me´lange 8 : 2 des deux isome`res
tout-trans et 13-cis,syn [51]), alors que la relaxation thermique de la forme adapte´e a` la lumie`re
vers la forme non adapte´e n’est pas affecte´e [89, 90]. Le photocycle de l’e´chantillon sec s’arreˆte
a` un interme´diaire ressemblant a` l’e´tat M. Le transfert de protons qui suit en milieu aqueux
n’a pas lieu dans l’environnement de´shydrate´ [51, 90]. La raison e´voque´e le plus souvent pour
comprendre pourquoi les e´tapes subse´quentes a` l’e´tat M sont beaucoup plus affecte´es par l’e´tat
d’hydratation du milieu, est que les e´tapes au-dela` de l’e´tat M impliquent des e´changes de
protons avec le milieu [52].
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 Fig. 3.7 : Photocycle de bRneutre, liquide et sec.
3.2.2 Echantillons a` pH acide
3.2.2.1 Principe de l’acidification
Graˆce a` leur tre`s grande re´sistance aux conditions extreˆmes, les e´chantillons de bacte´riorho-
dopsine secs peuvent eˆtre relativement facilement acidifie´s par immersion dans une solution tre`s
acide pendant quelques minutes suivie par une nouvelle phase de se´chage [13, 91]. Par contre
l’acidification des solutions de bacte´riorhodopsine est inade´quate, car elle va provoquer une
agre´gation importante qui rend les e´chantillons trop diffusants pour des expe´riences d’absorp-
tion transitoire. La solution retenue est alors de de´poser la bacte´riorhodopsine native dans des
gels d’agarose (voir annexe C pour la composition des gels), et l’acidification est obtenue en
utilisant les meˆmes solutions que pour les e´chantillons secs, mais le temps de diffusion dans les
gels impose de les laisser immerge´s toute une nuit.
Deux solutions sont utilise´es pour l’acidification :
- une solution autour de pH 1 obtenue en utilisant de l’acide sulfurique H2SO4, donnant de la
bacte´riorhodopsine dite “acide bleue” (note´e bRbleu).
- une solution, toujours autour de pH 1, a` base cette fois d’acide chlorhydrique HCl. On obtient
alors de la bacte´riorhodopsine dite “acide pourpre” (note´e bRpourpre).
Cette acidification re´sulte en la modification des composantes cine´tiques des e´chantillons
(dure´e de vie de l’e´tat excite´ en particulier), ce qui va nous permettre une meilleure compre´hension
des donne´es obtenues sur bRneutre.
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3.2.2.2 Influence de l’environnement du re´tinal sur les spectres d’absorption et le
photocycle
L’environnement du re´tinal a une grande influence sur les spectres d’absorption et sur les
dynamiques fonctionnelles du re´tinal. En particulier, le re´tinal en solution a un maximum d’ab-
sorption a` 445 nm, et a` 568 nm pour le re´tinal dans la structure en sept he´lices du complexe
prote´ique (figure 1.4). Ce de´placement (“opsin-shift”) s’explique par la pre´sence de charges
ne´gatives a` proximite´ de la base de Schiff charge´e positivement [92].
L’immersion dans un milieu tre`s acide provoque l’introduction d’ions dans l’environnement
du re´tinal qui modifient la charge des acides amine´s environnants (se reporter a` la figure 1.7).
Les spectres des trois types d’e´chantillons secs sont donne´s dans la figure 3.8 :
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Fig. 3.8 : A. Spectres d’absorption des diffe´rents e´chantillons secs : bRneutre (trait plein, fin), bRpourpre
(trait en pointille´s), bRbleu (trait plein, e´pais) ayant un maximum d’absorption a` 564 nm, 560 nm et 603 nm
respectivement. B. Comparaison entre spectres d’absorption de bRneutre liquide (trait fin) et sec (trait e´pais).
Contrairement au cas de cristaux 3D de bacte´riorhodopsine [54,93], l’hydratation ne modifie que le´ge`rement les
spectres d’absorption des e´chantillons de bRneutre, avec un faible de´placement du maximum d’absorption vers
le bleu avec la de´shydratation.
La diffe´rence obtenue en utilisant H2SO4 ou HCl pour l’acidification a` pH 1 provient de la
diffe´rence de taille entre les ions SO2−4 et Cl
−. Les ions SO2−4 sont trop volumineux pour pe´ne´trer
dans la prote´ine, a` la diffe´rence des ions Cl−. Dans le cas de bRbleu, les acides amine´s Asp85 (ac-
cepteur de protons) et Asp96 sont protone´s [94] et le photocycle ne produit pas d’interme´diaire
M. Dans le cas de bRpourpre, les ions chlorure fournissent des contre-charges pour les protons et
la charge nette des acides amine´s est proche de la condition a` pH neutre, d’ou` la ressemblance
des spectres d’absorption de bRneutre et de bRpourpre, figure 3.8. La prote´ine transporte alors
des ions chlorures et son photocycle est proche de celui de l’halorhodopsine [13]. Le photocycle
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de l’e´chantillon de bRpourpre ne pre´sente, suite au photoproduit J, que des photoproduits spec-
tralement proches de K [88,91].
L’adaptation a` la lumie`re de bRbleu est imparfaite et la concentration en re´tinal tout-trans
est au mieux de 60% [95], tandis que bRpourpre meˆme sec peut eˆtre comple`tement adapte´ a` la
lumie`re [88].
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Dans les parties pre´ce´dentes de ce chapitre nous avons vu que l’acidite´ et l’humidite´ en-
traˆınent d’importantes modifications fonctionnelles de la prote´ine. La spectroscopie d’absorp-
tion transitoire e´tendue au domaine femtoseconde va permettre d’avoir acce`s aux caracte´ristiques
temporelles et spectrales des premiers photoproduits de la bacte´riorhodopsine, en variant les
conditions expe´rimentales (humidite´, pH). On rappelle qu’il a e´te´ montre´ (chapitre 1) dans le
cas de bRneutre en milieu liquide qu’apre`s absorption d’un photon, les premiers photoproduits
sont forme´s suivant les transitions suivantes :
bR
hν→ bR* 100fs→ I460 500fs→ J625 3ps→ K590.
Plusieurs e´chantillons vont eˆtre e´tudie´s [96] :
- Echantillon liquide de´plac¸able transversalement afin d’assurer son renouvellement entre chaque
impact du faisceau sonde. Ainsi a` chaque nouvelle impulsion le re´tinal est sous conformation
tout-trans.
- Echantillons secs et de´pose´s dans des gels d’agarose, a` diffe´rents pH, non de´plac¸ables a` cause
de leur inhomoge´ne´ite´.
3.3.1 Expe´rience pompe-sonde
Nous ne donnons que les grandes lignes de l’expe´rience, de´crite en de´tail dans la re´fe´rence [97].
3.3.1.1 Principe
Les de´tecteurs ont un temps de re´ponse trop long pour mesurer directement des changements
spectroscopiques infe´rieurs a` quelques picosecondes. Les expe´riences d’absorption transitoire de
type pompe-sonde permettent d’observer les modifications ultrarapides induites par une per-
turbation en utilisant trois faisceaux laser : pompe, sonde et re´fe´rence (provenant du faisceau
sonde se´pare´ en deux) (figure 3.9). Le principe de base est de faire varier le retard entre impul-
sions pompe et sonde afin de controˆler les modifications d’absorption induites par l’arrive´e du
faisceau sonde.
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Fig. 3.9 : Sche´ma de l’expe´rience pompe sonde.
Le faisceau pompe excitant l’e´chantillon initie la re´action. Le faisceau sonde, d’intensite´ plus
faible, traverse la zone de l’e´chantillon excite´e, tandis que le faisceau de re´fe´rence ne traverse pas
l’e´chantillon. Les faisceaux sonde et re´fe´rence proviennent dans notre cas du meˆme continuum
de lumie`re blanche afin de pouvoir mesurer simultane´ment des spectres d’absorption transitoire.
Faisceaux sonde et re´fe´rence sont alors disperse´s par un spectrome`tre a` re´seau permettant a` une
came´ra CCD (Charge Coupled Device) de mesurer tir a` tir leurs intensite´s spectrales IS(λ,∆t)
et IR(λ,∆t) respectives, ou` ∆t est le retard variable impose´ a` la sonde par rapport a` l’arrive´e
de l’impulsion pompe. Ce retard est controˆle´ en faisant varier le chemin optique entre ces deux
impulsions par un moteur pas a` pas de pas d’e´chantillonnage e=1 µm (correspondant a` un
retard temporel de 2e
c
). Les faisceaux sont polarise´s paralle`lement et les taches focales valent 60
µm.
L’absorption transitoire ∆A(t) mesure´e a` l’instant t est de´finie par :
∆A(t)=log( IR(λ)
IS(λ),t
) - log( IR(λ)
IS(λ),−∞).
Le bruit par tir est infe´rieur a` 2.10−2 et les absorptions transitoires sont de´tecte´es a` une pre´cision
supe´rieure a` 4.10−3 apre`s une seconde de moyennage (a` une fre´quence de 30 Hz). Les e´chantillons
liquides peuvent eˆtre translate´s perpendiculairement aux faisceaux laser a` une fre´quence d’en-
viron 1 Hz afin d’assurer leur renouvellement a` chaque nouvelle impulsion pompe. En revanche,
du fait d’une homoge´ne´ite´ insuffisante, les e´chantillons de´pose´s dans des gels et les e´chantillons
secs ne peuvent pas eˆtre de´place´s.
3.3.1.2 Description du montage expe´rimental
Le sche´ma de principe est donne´ figure 3.10.
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Fig. 3.10 : Sche´ma de principe de la chaˆıne laser utilise´e.
Des impulsions ge´ne´re´es dans une cavite´ en anneaux (100 MHz, 50 fs, e´nergie moyenne de 0.1
nJ) sont amplifie´es a` quelques centaines de microjoules, avec un taux de re´pe´tition plus faible
(30 Hz). Cette impulsion amplifie´e est focalise´e sur une cuve d’eau de 8 mm pour ge´ne´rer un
continuum de lumie`re blanche. Une partie du continuum, filtre´e spectralement dans le plan de
Fourier du faisceau ge´ne´re´ afin de compenser la dispersion de vitesse de groupe, est le faisceau
sonde, tandis que l’autre partie du continuum est re´amplifie´e dans la zone spectrale souhaite´e
et directement utilise´e comme faisceau pompe.
3.3.1.3 Acquisition du signal
Les spectres d’absorption sont enregistre´s dans deux re´gions spectrales distinctes : 448-552
nm et 657-832 nm. Dans le bleu, la dispersion de vitesse de groupe est pre´compense´e pour eˆtre
optimise´e. Dans les spectres transitoires montre´s par la suite, le chirp restant (< 100 fs entre
435 nm et 550 nm) est corrige´ dans le bleu a` ± 50fs. Dans la re´gion rouge, la dispersion de
vitesse de groupe est optimise´e a` 700nm et le chirp re´siduel n’est pas corrige´ car a` moins de 60
fs.
3.3.1.4 Ajustement des donne´es cine´tiques
Les donne´es sont ajuste´es en utilisant une de´croissance multiexponentielle. La fonction uti-
lise´e pour l’analyse des donne´es cine´tiques est de la forme
∆A(t) =
i≤4∑
i=0
(Ai.exp
(− t
τi
)
) (3.1)
(3.2)
convolue´e a` la fonction de corre´lation croise´e entre impulsions pompe et sonde. Les amplitudes
Ai repre´sentent la fraction de population qui de´croˆıt a` un taux τ i. t est le retard temporel entre
pompe et sonde.
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Tous nos e´chantillons sont adapte´s a` la lumie`re par illumination a` une lumie`re blanche. L’in-
tensite´ excitatrice maximale, note´e Iexc, correspond a` environ 10% de mole´cules photoexcite´es
dans le cas de l’e´chantillon liquide.
3.3.2 Re´sultats sur l’e´chantillon liquide, adapte´ a` la lumie`re, en-
traˆıne´ en mouvement
3.3.2.1 Evolution de l’absorption transitoire
Les spectres diffe´rentiels d’absorption transitoire sont obtenus expe´rimentalement pour des
longueurs d’ondes infe´rieures a` 550 nm et supe´rieures a` 650 nm. Il est interpole´ dans la zone
spectrale manquante a` partir de spectres de re´fe´rence [35].
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Fig. 3.11 : Spectres d’absorption transitoire a` t=300 fs et t=2 ps de l’e´chantillon liquide de bR568, adapte´
a` la lumie`re, entraˆıne´ en rotation, excite´ a` 0,32.Iexc. Les donne´es sont lisse´es dans le bleu pour e´liminer les
oscillations provenant de la correction du chirp.
Les principales caracte´ristiques des spectres sont :
-Forte diminution de l’absorption autour de 570 nm qui correspond au photoblanchiment de
l’e´tat fondamental.
-Absorption dans le bleu accompagne´e d’une e´mission stimule´e dans le proche infrarouge au-
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dessus de 800 nm, posse´dant toutes deux la meˆme e´volution temporelle. La diminution ap-
parente de l’absorption dans le proche infrarouge correspond a` la contribution de l’e´mission
stimule´e de l’e´tat excite´ puisque l’e´tat fondamental n’y absorbe pas [98]. Ces variations ca-
racte´ristiques sont donc attribue´es a` l’e´tat fluorescent I.
-Augmentation avec le temps de l’absorption autour de 625 nm de´crivant la formation du pho-
toproduit J/K.
3.3.2.2 Donne´es cine´tiques
Les donne´es cine´tiques a` quelques longueurs d’onde sont donne´es ci-apre`s (figure 3.12 et
re´sultats des ajustements regroupe´s dans le tableau 3.1). Ils sont en accord avec ceux donne´s
dans la litte´rature [21,98].
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Fig. 3.12 : Evolution de l’absorption a` 547 nm de l’e´chantillon liquide de Brneutre en mouvement, pour une
intensite´ pompe de 0,32.Iexc. Les constantes de temps utilise´es sont 0.5 ps et 3.3 ps.
Les cine´tiques aux longueurs d’ondes individuelles pre´sentent toutes une composante rapide
(de moyenne 450 fs), attribue´e a` la de´croissance de l’e´tat excite´ lie´ a` l’isome´risation tout-
trans→13-cis vers l’e´tat fondamental tout-trans [21]. La composante plus lente additionnelle
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(3.3ps) a` 547nm est attribuable a` la formation du photoproduit K, absorbant a` cette longueur
d’onde [99].
Tab. 3.1 – Parame`tres d’ajustement des donne´es cine´tiques d’absorption transitoire de
l’e´chantillon liquide de bRneutre excite´ a` 560 nm (intensite´ de 0,32.Iexc) a` trois longueurs d’onde
sonde (471 nm, 547 nm et 825 nm).
λ, nm A0, mOD A1, mOD τ 1, ps A2, mOD τ 2, ps
471 48 0.5
547 -5 -29 0.5 -10 3.3
825 -9 0.5
3.3.3 Re´sultats sur l’e´chantillon sec
La figure 3.13 compare les spectres transitoires des e´chantillons de bRneutre respectivement
liquide, entraˆıne´ en mouvement et sec, immobile, pour un de´lai pompe sonde de 300 fs.
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Fig. 3.13 : Comparaison entre les spectres d’absorption transitoire normalise´s a` t=300 fs des e´chantillons
solide (ligne e´paisse) et liquide (ligne fine) de bRneutre. Les spectres entre 550 nm et 650 nm sont interpole´s
d’apre`s [35].
La forme des spectres est similaire, avec un photoblanchiment autour de 560 nm, l’absorp-
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tion de l’e´tat excite´ dans le bleu, et une faible absorption ne´gative dans le proche infrarouge
attribue´e a` de l’e´mission stimule´e. Dans le bleu, le spectre transitoire de l’e´chantillon sec a une
intensite´ plus e´leve´e, lie´e a` un changement du spectre d’absorption de l’e´tat excite´ tout-trans
avec l’hydratation, ou a` des contributions d’un processus additionnel, ce que nous de´terminons
par la suite.
Nous avons aussi analyse´ les cine´tiques a` quelques longueurs d’ondes caracte´ristiques (figure
3.14 et tableau 3.2).
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Fig. 3.14 : Courbes caracte´ristiques d’absorption transitoire de l’e´chantillon sec de bRneutre montrant l’ab-
sorption (471 nm) et l’e´mission stimule´e (825 nm) de l’e´tat fluorescent I et le photoblanchiment a` 547 nm, pour
une intensite´ pompe de 0,32.Iexc. Les constantes de temps utilise´es sont entre 0.4-0.5 ps pour la composante
rapide et entre 3-3.5 ps pour la composante lente.
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Tab. 3.2 – Parame`tres d’ajustement des donne´es cine´tiques d’absorption transitoire de
l’e´chantillon sec de bRneutre excite´ a` 560 nm (intensite´ de 0,32.Iexc) a` trois longueurs d’onde
sonde (471 nm, 547 nm et 825 nm).
λ(nm) A0, mOD A1, mOD τ 1, ps A2, mOD τ 2, ps
471 26 0.4 14 3.5
547 -4 -28 0.4 -9 3.1
825 -1 0.5 -1 3.4
On retrouve la composante rapide autour de 400-500 fs, comme dans le cas de l’e´chantillon
sec, mais une composante additionnelle plus lente (3.5 ps) est pre´sente a` toutes les longueurs
d’onde. Deux hypothe`ses concernant l’origine de cette composante sont a` envisager :
1. La relaxation de la forme tout-trans du re´tinal est modifie´e par la diminution de l’humidite´.
2. L’e´chantillon sec reste immobile durant toute l’expe´rience empeˆchant le renouvellement de
l’e´chantillon a` chaque nouvelle impulsion (nous utilisons des intensite´s excitatrices suffisamment
faibles pour ne pas endommager l’e´chantillon), donc les prote´ines peuvent eˆtre dans l’e´tat 13-cis
a` l’arrive´e du faisceau sonde. De plus, l’adaptation a` la lumie`re des e´chantillons secs est moins
efficace que celle des e´chantillons liquides, et une fraction des mole´cules de l’e´chantillon sec est
sous forme 13-cis dans l’e´tat fondamental. De ces remarques on peut supposer que la compo-
sante lente est attribuable a` la relaxation de la forme 13-cis du re´tinal [100] et elle expliquerait
e´galement les diffe´rences observe´es dans les spectres d’absorption transitoire entre e´chantillons
sec et en solution, figure 3.13. Dans ce cas, sa contribution devrait augmenter en augmentant
l’intensite´ excitatrice, puisque cela revient a` une plus grande accumulation des photoproduits.
Nous allons e´tudier cette hypothe`se dans le paragraphe suivant.
3.3.4 Contribution de la forme 13-cis du re´tinal
Pour explorer la deuxie`me possibilite´, nous allons varier les conditions d’excitation de deux
manie`res :
- sur bRneutre dans l’e´tat liquide, mais a` la diffe´rence de la premie`re partie, l’e´chantillon est
immobile, ce qui revient a` augmenter la cadence effective d’excitation.
- sur bRneutre, en variant l’intensite´ excitatrice.
3.3.4.1 Variation des spectres d’absorption transitoire avec l’intensite´ excitatrice
La forme des spectres d’absorption transitoire sont modifie´s avec l’intensite´ excitatrice. Ils
sont repre´sente´s figure 3.15 pour un de´lai pompe-sonde de 300 fs.
3.3.4.1.a. Echantillon liquide, immobile
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Fig. 3.15 : Spectre d’absorption transitoire a` t=300 fs de l’e´chantillon en solution, immobile, a` diffe´rentes
intensite´s excitatrices (0,2.Iexc,0,5.Iexc et Iexc).Les de´pendances en intensite´ de l’absorption transitoire avec
l’intensite´ excitatrice a` 540 nm et 471 nm pour un de´lai pompe sonde de 300 fs sont e´galement repre´sente´es. A
540 nm, les coefficients d’extinction molaire sont e´gaux pour les deux isome`res tout-trans et 13-cis [90], d’ou` la
line´arite´ du signal avec l’intensite´ excitatrice a` cette longueur d’onde. A 471 nm, la line´arite´ n’est plus ve´rifie´e.
3.3.4.1.b. Echantillon sec, immobile
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Fig. 3.16 : Spectre d’absorption transitoire pour un de´lai pompe sonde de 300 fs de l’e´chantillon solide a`
diffe´rentes intensite´s excitatrices.
Le rapport entre absorption induite dans le bleu et photoblanchiment autour de 540nm aug-
mente avec l’intensite´ excitatrice, ce qui va dans le sens de la contribution d’un photoproduit
dont le spectre transitoire est diffe´rent de celui de l’isome`re tout-trans.
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Pour comple´ter cette analyse, nous e´tudions les cine´tiques a` 471 nm, longueur d’onde a`
laquelle les contributions des composantes lentes et rapides sont bien se´pare´es.
3.3.4.2 Variation des donne´es cine´tiques avec l’intensite´ excitatrice
Nous avons exploite´ les cine´tiques a` 471 nm, en variant l’intensite´ excitatrice, tout en nous
assurant de ne pas saturer le signal. La figure 3.17 montre les courbes repre´sentatives et le
tableau 3.3 les parame`tres d’ajustement associe´es.
Tab. 3.3 – Parame`tres d’ajustement des donne´es cine´tiques d’absorption transitoire des
e´chantillons liquide et sec de bRneutre excite´s a` 560 nm et sonde´s a` 471 nm. Dans les deux
cas les e´chantillons e´taient immobiles.
Cas de l’e´chantillon liquide, immobile. Iexc A1, mOD τ 1, ps A2, mOD τ 2, ps
100 120 0.5 36 3.5
50 51 0.4 13 3.4
20 32 0.5
Cas de l’e´chantillon sec, immobile. Iexc A1, mOD τ 1, ps A2, mOD τ 2, ps
80 45 0.5 35 3.8
32 26 0.4 14 3.5
On voit clairement une augmentation relative de la composante lente avec l’intensite´ ex-
citatrice. Dans le cas de l’e´chantillon liquide immobile a` faible intensite´ excitatrice, seule la
composante rapide est pre´sente et les re´sultats sont semblables a` ceux obtenus dans le cas de
l’e´chantillon liquide en mouvement (pour lequel il n’y a aucune de´pendance avec l’intensite´
excitatrice). Il est important de rappeler (partie 3.2.1.2) que la dure´e du photocycle dans le cas
de l’e´chantillon liquide est de quelques millisecondes. Compte tenu de la cadence du laser, a`
chaque nouvel impact du faisceau pompe, l’e´chantillon est a` plus de 85% [101] dans son e´tat
fondamental tout-trans a` saturation de l’intensite´ excitatrice, donc la contribution de l’isome`re
13-cis reste tre`s faible a` basse intensite´ pompe. En augmentant l’intensite´ excitatrice, la contri-
bution de l’isome`re 13-cis devient plus importante (tout en restant infe´rieure a` 15%), lie´e a` une
accumulation plus importante des photoproduits dans le photocycle.
Nous concluons que la composante lente correspond a` la relaxation d’un interme´diaire du
photocycle, c’est a` dire a` la forme 13-cis du re´tinal. Nos e´tudes sugge`rent que la relaxation de
la forme 13-cis, syn (correspondant aux mole´cules non adapte´es a` la lumie`re) a une constante
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de relaxation e´quivalente a` la forme 13-cis, anti du re´tinal (forme photoactive´e du re´tinal tout-
trans) voisine de 3.5 ps.
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Fig. 3.17 : Variation de l’absorption normalise´e a` 471 nm de l’e´chantillon de bRneutre a` diffe´rentes intensite´s
excitatrices. A. liquide et en mouvement ; B. sec et immobile ; C. liquide et immobile.
En conclusion, les vitesses des processus primaires bR∗→J/K sont tre`s similaires dans le cas
des e´chantillons sec et liquide. Ne´anmoins, il est impossible de s’affranchir comple`tement de la
contribution de la forme 13-cis du re´tinal : pour l’e´chantillon sec, l’adaptation a` la lumie`re est
moins efficace (partie 3.2.1.2).
3.3.4.3 Pourcentage de forme 13-cis du re´tinal a` l’arrive´e du faisceau pompe
Dans les parties qui vont suivre, nous supposons l’e´galite´ des coefficients d’extinction des
e´tats fondamentaux des formes liquide et sec des e´chantillons, supposition justifie´e par la proche
similitude des spectres d’absorption dans l’e´tat fondamental (figures 3.2 et 3.8).
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Nous e´valuons la contribution relative ccis de la forme 13-cis du re´tinal :
ccis =
Ncis
Ntrans +Ncis
=
Ncis
Ntotal
(3.3)
avec Ntrans et Ncis les quantite´s de mole´cules photoexcite´es (exprime´e en moles) initialement
sous forme tout-trans et 13-cis respectivement. La quantite´ totale de mole´cules photoexcite´es
est note´ Ntotal=Ntrans + Ncis.
Pour e´valuer les diffe´rents parame`tres de cette e´quation, nous allons utiliser les re´sultats
obtenus dans la partie pre´ce´dente qui montrent que la contribution de la relaxation de l’isome`re
13-cis entraˆıne une modification du rapport a` temps court entre photoblanchiment a` 540 nm
(nous avons choisi de prendre la valeur d’absorption transitoire a` 540 nm car les coefficients
d’absorption molaire de l’e´tat fondamental a` cette longueur d’onde sont identiques pour les deux
isome`res tout-trans et 13-cis [90]) et absorption induite a` 471 nm pour laquelle les contributions
relatives des formes 13-cis et tout-trans du re´tinal sont bien se´pare´es. On connaˆıt la valeur αtrans
de ce rapport dans le cas du re´tinal tout-trans graˆce aux donne´es obtenues avec l’e´chantillon
liquide entraˆıne´ en mouvement.
A 471 nm, nous avons vu que, dans les tableaux 3.2 et 3.3, A1 (amplitude de la composante
rapide) et A2 (amplitude de la composante lente) sont respectivement les amplitudes relatives
a` la relaxation des isome`res tout-trans et 13-cis du re´tinal. Toute variation ∆α du rapport
∆A540(0)
A1
autour de la valeur de re´fe´rence αtrans sera repre´sentative de la contribution du re´tinal
sous forme 13-cis :
∆A540,m(0)
A1,m
= αtrans
∆A540,i(0)
A1,i
= αtrans +∆α (3.4)
L’indice i signifie qu’il s’agit des parame`tres associe´s a` l’e´chantillon immobile, et l’indice m a`
l’e´chantillon mobile.
En supposant qu’a` t=0 les donne´es a` 540nm sont uniquement repre´sentatives du photoblanchi-
ment de l’e´tat fondamental [102], on peut e´crire :
∆A540(0) = Ntotalg,540 = (Ntrans +Ncis)g,540 (3.5)
et ccis s’e´crit imme´diatement :
ccis =
∆α
∆α+ αtrans
(3.6)
Les valeurs de ccis sont donne´es dans le tableau 3.4 pour diffe´rentes intensite´s excitatrices.
A intensite´ excitatrice e´quivalente, la contribution de la forme 13-cis du re´tinal est supe´rieure
dans le cas de l’e´chantillon sec : a` intensite´ de pompe e´gale, le nombre de prote´ines dont le
photocycle n’est pas termine´ a` l’arrive´e du prochain faisceau pompe est plus important dans le
cas de l’e´chantillon sec. Nous pouvons e´voquer deux raisons pour expliquer cela :
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- L’e´chantillon sec ne peut pas eˆtre comple`tement adapte´ a` la lumie`re (me´lange 8 : 2 des formes
tout-trans et 13-cis a` 50% d’humidite´, [51]).
- Le photocycle de l’e´chantillon solide est ralenti par rapport a` celui de l’e´chantillon liquide [88].
Tab. 3.4 – Variation de la concentration relative de re´tinal dans l’e´tat 13-cis a` l’arrive´e du
faisceau sonde.
% Iexc ccis (en %)
e´chantillon 100 17
liquide 50 14
immobile 20 ≤5
e´chantillon 80 34
sec 32 24
3.3.4.4 Obtention du spectre d’absorption transitoire de la forme 13-cis du re´tinal
A partir des donne´es expe´rimentales obtenues dans le cas des e´chantillons immobiles, il est
possible de remonter au spectre transitoire a` temps court du re´tinal 13-cis. Pour cela, nous
soustrayons la contribution relative de la forme tout-trans du re´tinal aux spectres transitoires
obtenus dans le cas des e´chantillons immobiles. La forme du spectre transitoire de l’isome`re
tout-trans correspond a` celle obtenue pour l’e´chantillon de bRneutre liquide, en mouvement, qui
n’a pas de contribution de la forme 13-cis. L’amplitude de la contribution tout-trans s’e´value
en normalisant sur la contribution de la phase rapide (amplitude A1 de la phase a` 400-500 fs)
a` 471 nm. Les spectres transitoires obtenus sont repre´sente´s figure 3.18.
La forme des spectres obtenus est inde´pendante de l’intensite´ excitatrice (non montre´),
validation a` posteriori de la me´thode utilise´e. Les spectres sont similaires pour les e´chantillons
sec et liquide, en accord avec l’ide´e qu’il s’agit dans les deux cas de la forme 13-cis. Le spectre
associe´ a` la forme excite´e 13-cis pre´sente une absorption dans le bleu plus importante que l’e´tat
tout-trans. Ces diffe´rences spectrales confirme que l’he´te´roge´ne´ite´ des cine´tiques dans le cas de
l’e´chantillon sec est associe´e a` la contribution de diffe´rentes formes du re´tinal plutoˆt qu’a` des
constantes de temps de photoisome´risation diffe´rentes de la forme tout-trans du re´tinal.
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Fig. 3.18 : Spectre transitoire de l’e´tat cis, e´chantillon sec (trait gras) et liquide (trait fin).
3.3.5 Modification du pH
3.3.5.1 Etude des e´chantillons de´pose´s dans des gels
Comme l’utilisation de gels est indispensable pour l’acidification sous des conditions d’hy-
dratation (paragraphe 3.2.2), nous allons dans un premier temps ve´rifier qu’a` pH neutre, les
e´chantillons de´pose´s dans des gels ont une cine´tique identique aux e´chantillons liquides. Les
donne´es sont re´pertorie´es dans le tableau 3.5.
Tab. 3.5 – Parame`tres d’ajustement des donne´es cine´tiques d’absorption transitoire des
e´chantillons de bRneutre liquide et de´pose´ dans des gels, excite´s a` 560 nm et sonde´s a` 547
nm et 471 nm. Les e´chantillons e´taient immobiles.
Les constantes de temps et spectres (non repre´sente´s) caracte´ristiques sont identiques, ce qui
indique que le gel est un bon mode`le pour caracte´riser un environnement aqueux.
e´chantillon λ(nm) A0, mOD A1, mOD τ 1, ps A2, mOD τ 2, ps %cis
liquide 471 49 0.4 3 3.4 10
547 -5 -30 0.4 -14 3.1
gel 471 38 0.4 4 3.5 11
547 -4 -32 0.4 -11 3.1
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3.3.5.2 Effet d’une diminution du pH
Les spectres d’absorption transitoire pour les e´chantillons secs de bRbleu et bRpourpre sont
qualitativement similaires a` ceux trouve´s pour bRneutre. Ils sont en bon accord avec ceux obtenus
dans des gels [99]. L’augmentation de l’absorption a` 480nm en paralle`le a` l’e´mission stimule´e
dans le proche infrarouge repre´sente la formation du photoproduit I.
L’e´volution cine´tique des spectres transitoires de bRpourpre et bRbleu est ralentie par rap-
port au cas de l’e´chantillon neutre. Nous e´tudions plus en de´tail ces cine´tiques pour quelques
longueurs d’onde (figure 3.19 et re´sultats pre´sente´s tableau 3.7).
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Fig. 3.19 : Courbes caracte´ristiques d’absorption transitoire de l’e´chantillon sec de bRbleu montrant l’absorp-
tion (471 nm) de l’e´tat fluorescent I460 et le photoblanchiment de l’e´tat fondamental. L’intensite´ pompe vaut
0,80.Iexc. Les constantes de temps utilise´es sont entre 0.4 et 0.5 ps pour la composante rapide, et entre 3 et 3.5
ps pour la composante lente.
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Les cine´tiques sont plus complexes dans le cas des e´chantillons acides. D’abord nous analy-
sons les cine´tiques a` 471 nm, longueur d’onde pour laquelle les cine´tiques sont caracte´rise´es par
les relaxations des e´tats excite´s des formes tout-trans et 13-cis. Une de´pendance en intensite´
des parame`tres (tableau 3.6) permet de distinguer les deux isome`res : comme dans le cas de
l’e´chantillon neutre, on s’attend a` ce que la contribution de l’isome`re 13-cis augmente avec
l’intensite´ excitatrice du fait d’une plus grande accumulation des photoproduits.
Tab. 3.6 – Variation des parame`tres de fit a` 471 nm avec l’intensite´ excitatrice. Les trois
dernie`res colonnes indiquent la contribution relative des diffe´rentes composantes.
e´chantillon %Iexc A0, A1, τ 1, A2, τ 2, A3, τ 3, %A1 %A2 %A3
OD OD ps OD ps OD ps
pourpre sec 80 0.030 0.9 0.019 5.2 0.0076 0.2 53 33 14
32 0.018 0.9 0.007 5.2 0.005 0.2 60 23 17
bleu sec 80 0.022 1.9 0.029 17.3 0.014 0.2 34 44 22
32 0.013 1.7 0.009 18.0 0.0061 0.2 46 32 22
La contribution relative de l’amplitude A2 (des composantes a` 18 ps et 5 ps) augmente avec
l’intensite´ excitatrice dans le cas de bRbleu et bRpourpre ; cette dernie`re est donc attribuable a` la
relaxation de la forme 13-cis du re´tinal.
Les cine´tiques a` 547 nm sont d’abord ajuste´es en imposant les constantes de temps des
cine´tiques a` 471 nm et une composante additionnelle a` 3 ps. Apre`s une premie`re convergence,
tous les ajustements sont optimise´s. Les re´sultats des ajustement sont donne´s tableau 3.7.
Les diffe´rents processus sont ralentis par rapport aux e´chantillons neutres, conforme´ment
aux re´sultats trouve´s sur des e´chantillons hydrate´s [98, 99]. bRbleu est compose´ dans son e´tat
fondamental d’un me´lange 6 : 4 des deux isome`res tout-trans et 13-cis de re´tinal [98, 99]. La
contribution de la forme 13-cis, dont la relaxation s’effectue plus lentement que celle de la
forme tout-trans, est plus importante et complexifie les donne´es. A 471 nm, les donne´es sont
compose´es de deux exponentielles, de constantes de temps e´gales a` 1.7 et 18 ps correspondant
respectivement a` la contribution de la forme tout-trans et 13-cis. A 547 nm, la composante
supple´mentaire a` 3 ps est attribuable a` la formation de l’interme´diaire K. Comme montre´ dans
la partie pre´ce´dente, la formation des premiers photoproduits dans le cas de l’e´chantillon sec a`
pH neutre est similaire au cas de l’e´chantillon de´pose´ dans des gels d’agarose, et par extrapo-
lation semblable aux e´chantillons liquides. Les cine´tiques sont e´galement ralenties dans le cas
de bRpourpre, les constantes de temps de relaxation des formes 13-cis et tout-trans valent cette
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fois autour de 5 et 1 ps respectivement (contre 3,5 et 0,5 pour bRneutre).
Quelle que soit la forme de bR (neutre, acide bleu, acide pourpre), nous pouvons ajuster les
donne´es de sorte que la formation du photoproduit K a une constante de temps de 3,3 ps. Ceci
est en accord ge´ne´ral avec l’ide´e que K est une forme relaxe´e thermiquement de J [48,103].
Dans les deux cas les cine´tiques sont invariantes avec l’humidite´, seule la contribution de la
forme 13-cis augmente pour la meˆme raison que dans le cas de l’e´chantillon neutre (ralentis-
sement du photocycle et re´tinal sous forme 13-cis en quantite´ plus importante dans le cas de
l’e´chantillon sec).
Pour obtenir un ajustement optimal des donne´es cine´tiques pour bRbleu et bRpourpre, une
composante additionnelle de 200 fs est ne´cessaire a` toutes les longueurs d’onde. Cette com-
posante, qui refle`te certainement des dynamiques dans l’e´tat excite´ [98], est contenue dans la
composante autour de 400-500 fs dans le cas de bRneutre.
Tab. 3.7 – Parame`tres d’ajustement a` 0,32.Iexc a` 547 nm et 470 nm pour les e´chantilons
bRpourpre et bRbleu secs et de´pose´s dans des gels.
e´chantillon λ, A0, A1, τ 1, A2, τ 2, A3, τ 3, A4, τ 4,
nm mOD mOD ps mOD ps mOD ps mOD ps
neutre sec 471 26 0.4 14 3.5
547 -4 -28 0.5 -9 3.1
bleu sec 471 13 1.7 9 18.0 6.1 0.2
547 -3 -4 1.6 -1 18.1 -4 3.4 -1 0.2
bleu gel 471 11 1.7 6.8 18.3 4 0.2
547 -4 -5 1.7 -1 18.0 -6 3.2 -1 0.2
pourpre sec 471 18 0.9 7 5.2 5.1 0.2
547 -0.004 -12 0.8 -1.4 5.2 -7.1 3.3 -3.9 0.2
pourpre gel 471 2.4 0.9 1.1 5.6 5.6 0.2
547 -3.6 -9.6 1.0 -1 5.1 -5 3.7 -3.8 0.2
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3.3.6 Etude de l’influence de l’humidite´ sur le rendement quantique
de la photoisome´risation
3.3.6.1 Me´thode de calcul
Le rendement quantique de photoisome´risation associe´ a` l’isome`re tout-trans, φq, correspond
au rapport entre la quantite´ de mole´cules photoisome´rise´es Ni (en moles) et la quantite´ totale
de mole´cules tout-trans photoexcite´es Ntrans (en moles) :
φq =
Ni
Ntrans
(3.7)
Calcul de Ni : A 547 nm, la composante note´e A0 dans les ajustements des donne´es (ta-
bleaux 3.1, 3.5, 3.7) repre´sente le changement de l’absorption a` temps long (de´lai pompe-sonde
∆t>30 ps) duˆ a` la formation de photoproduits (contribution de l’e´tat K), diminue´e par le
photoblanchiment de l’e´tat fondamental, d’ou` l’expression :
∆A547(∆t>30ps)=Ni.(g,547-K,547)
(K,547 est le coefficient d’extinction molaire de l’e´tat K a` 547 nm [95, 104, 105], g,547 celui de
l’e´tat fondamental de la forme tout-trans du re´tinal [95, 104].
On a fait l’hypothe`se que le signal a` temps long (t = 30 ps) est uniquement lie´ a` la contribution
de la forme tout-trans du re´tinal, hypothe`se habituelle [99] et dans notre cas justifie´e a` poste´riori
par la flagrante similitude des spectres transitoires a` temps long des e´chantillons (figure 3.20) :
s’il y avait une contribution significative d’un photoproduit de l’e´tat 13-cis, on suppose que le
spectre de ce produit serait diffe´rent.
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Fig. 3.20 : Similitude des spectres d’absorption transitoire des e´chantillons de bRneutre solide (trait plein) et
liquide en mouvement (trait pointille´) a` temps long (de´lai pompe-sonde=30 ps).
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Calcul de Ntrans : La me´thode de calcul de Ntotal s’obtient directement par la formule [99]
∆A547(0)=Ntotal.g
utilisant le coefficient d’extinction molaire g de l’e´tat fondamental a` 547 nm.
On souhaite obtenir le rendement quantique associe´ uniquement a` l’isome`re tout-trans, donc il
ne faut conserver que la contribution de cet isome`re a` temps court :
∆A547,trans(0)=Ntrans.g,547.
En de´finitive le rendement quantique s’e´crit
φq =
Ni
Ntrans
=
∆A547(∆t > 30ps)
∆A547,trans(0ps).(1− K/g,547) . (3.8)
Dans le cas des e´chantillons de bRneutre, nous construisons les spectres d’absorption tran-
sitoire auxquels a e´te´ enleve´e la contribution des spectres relatifs a` la forme 13-cis comme
ci-dessus (paragraphe 3.3.4.4). On a directement la valeur de ∆A547,trans(0ps).
Dans le cas des e´chantillons bRbleu et bRpourpre, le calcul est simplifie´ car la contribution de
la relaxation de l’isome`re tout-trans aux donne´es a` 547nm est facilement se´parable dans ce cas,
la constante de temps τ 1 (d’amplitude associe´e A1) dans les ajustements des donne´es cine´tiques
a` 547nm e´tant diffe´rente de celle de la formation de l’e´tat K. On la note A1,547.
Le calcul des rendements quantiques s’obtient par la formule :
φq =
∆A547(∆t > 30ps)
A1,547(1− K,547/g,547) . (3.9)
3.3.6.2 Re´sultats
Le tableau 3.8 re´sume les re´sultats. Il est clair qu’en variant l’humidite´ et le pH, le rendement
quantique reste constant (valeur moyenne 65%). Les valeurs de rendement quantiques trouve´es
pour les e´chantillons hydrate´s sont en bon accord avec la litte´rature qui rapporte des valeurs
de rendement quantique allant de 58 a` 70% [99,102,104,106]. Il s’ave`re donc que le rendement
quantique est inchange´ en environnement sec pour les e´chantillons neutre, acide bleu et acide
pourpre.
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Tab. 3.8 – Rendement quantique
e´chantillon K,547/g,547, [99, 102,104,106] rendement quantique (%) a` ±5%
neutre, liquide 0.80 66
neutre, solide 0.80 63
acide bleu, gel 0.64 69
acide bleu, solide 0.64 69
acide pourpre, gel 0.73 64
acide pourpre, solide 0.73 60
3.3.7 Conclusions
1. Bien que la pre´sence d’eau soit indispensable au transfert complet de protons, nous avons
montre´ que l’isome´risation a lieu avec le meˆme rendement quantique.
2. En modifiant l’humidite´, les constantes de temps de l’isome´risation tout-trans−→13-cis
(bR∗−→J) et la relaxation J−→K sont inchange´es, a` la diffe´rence des processus plus lents
qui sont tous affecte´s par l’e´tat d’hydratation ambiante. Pendant les processus primaires du
photocycle, la communication avec l’environnement extra-membranaire de la prote´ine ne joue
pas de roˆle.
3. Lorsque les e´chantillons sont immobiles, la relaxation du re´tinal 13-cis contribue aux
donne´es. Pour e´liminer cette contribution, il faut donc pouvoir de´placer l’e´chantillon entre
chaque impulsion laser excitatrice, ce qui est moins contraignant du point de vue rapport signal
a` bruit pour des me´thodes expe´rimentales “background-free” comme la me´thode d’e´mission
infrarouge (chapitre 2).
4. Les e´tudes de´veloppe´es dans ce chapitre indiquent que quant aux processus primaires, les
e´chantillons secs de bacte´riorhodopsine sont aussi valables pour obtenir des informations sur la
bacte´riorhodopsine dans ses conditions natives.
94
Chapitre 4
Emission infrarouge et transfert de
charges dans la bacte´riorhodopsine :
the´orie et re´sultats expe´rimentaux
L’utilisation du montage de spectroscopie cohe´rente d’e´mission infrarouge (chapitre 2) va
nous permettre de de´tecter et de caracte´riser la polarisation macroscopique ge´ne´re´e par re-
dressement optique dans des e´chantillons oriente´s de bacte´riorhodopsine [69]. Les impulsions
excitatrices (centre´es a` 560 nm) sont en re´sonance avec la transition optique.
Nous utilisons un mode`le a` deux niveaux base´ sur les e´quations de Bloch pour de´crire les
phe´nome`nes observe´s.
En plus de la re´ponse e´lectronique “instantane´e” de l’e´chantillon nous de´tectons une e´mission
infrarouge qui dure sur plusieurs picosecondes, refle´tant des mouvements de charges associe´s aux
mouvements vibrationnels. Elle est analyse´e en fre´quence et en phase. La de´tection simultane´e
des re´ponses e´lectronique et vibrationnelle permet d’ouvrir des pistes sur le roˆle fonctionnel de
la polarisation initiale en e´tudiant la dynamique structurale qui lui est subse´quente.
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4.1 Allure des signaux e´mis par la bacte´riorhodopsine
Les e´chantillons de bacte´riorhodopsine oriente´s sur plaque de germanium sont inse´re´s dans
le montage expe´rimental de´crit figure 2.15. L’interfe´rogramme associe´ au signal e´mis par la
bacte´riorhodopsine est montre´ figure 4.1.
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Fig. 4.1 : Interfe´rogramme entre les signaux infrarouge e´mis par la bacte´riorhodopsine entraˆıne´e en rotation (6
Hz, sur un rayon de 50 mm) et le signal de re´fe´rence e´mis par le GaAs en rouge. Le signal d’intercorre´lation (note´
GaAs/GaAs) entre les signaux infrarouges issus du GaAs est rappele´ en bleu. Les signaux laissent apparaˆıtre
deux parties : un important signal a` t=0 (≈70% du signal e´mis par le GaAs sous les meˆmes conditions) en
grande partie duˆ a` la re´ponse e´lectronique, et un signal a` temps positif (partie vibrationnelle) qui refle`te des
modes vibrationnels du syste`me re´tinal/prote´ine. Par transforme´e de Fourier (TF), on obtient le spectre de
l’interfe´rogramme de l’e´mission de GaAs/GaAs en bleu, et celui de bR/GaAs en rouge.
Le signal e´mis autour de t=0 est tre`s similaire a` celui observe´ dans le cas de l’autocorre´lation
dans un cristal de GaAs. On observe en plus un signal aux temps positifs, attribue´ aux modes
vibrationnels du syste`me re´tinal/prote´ine. Par transforme´e de Fourier, on remonte aux spectres
infrarouges e´mis. On rappelle que la coupure a` 700 cm−1 est lie´e au de´tecteur MCT, et la largeur
du spectre e´mis est directement relie´e a` la dure´e de l’impulsion visible excitatrice.
Nous ve´rifions qu’a` chaque nouvelle impulsion excitatrice l’e´chantillon est dans son e´tat fon-
damental tout-trans (figure 4.2). Pour cela nous utilisons les e´chantillons oriente´s sur la plaque
en verre recouverte d’une couche conductrice (SnO2). L’e´chantillon est pose´ au niveau du porte
e´chantillon de la bacte´riorhodopsine dans le dispositif expe´rimental de la figure 2.15, donc dans
les meˆmes conditions expe´rimentales que pour les expe´riences d’e´mission cohe´rente, mais aucun
semiconducteur n’est inse´re´. Ainsi deux faisceaux visibles sont focalise´s sur la meˆme zone de
l’e´chantillon, un faisceau pompe intense (correspondant a` l’e´nergie utilise´e dans les expe´riences
d’e´mission cohe´rente) et une sonde de tre`s faible e´nergie. Nous mesurons alors les variations
d’absorption du faisceaux sonde en avance temporelle (e´quivalente a` -2 ps dans l’expe´rience
d’e´mission cohe´rente) lorsque seul le faisceau sonde est incident et lorsque les deux faisceaux
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sont incidents.
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Fig. 4.2 : Diffe´rence d’absorption visible a` t = - 2 ps avec e´chantillon entraˆıne´ en rotation a` 6 Hz (trait fin)
et immobile (trait e´pais).
Dans le cas de l’e´chantillon entraˆıne´ en rotation, il n’y a aucune diffe´rence d’absorption que
le faisceau pompe soit incident sur l’e´chantillon ou pas : la vitesse de rotation est suffisante
pour que la grande majorite´ des mole´cules soient dans leur e´tat fondamental tout-trans avant
l’arrive´e de chaque nouvelle impulsion excitatrice. En revanche, lorsque l’e´chantillon est immo-
bile (trait e´pais), les variations d’absorption suite a` la pre´sence du faisceau pompe traduisent la
pre´sence de mole´cules dans des e´tats interme´diaires du photocycle a` chaque nouvelle impulsion
sonde. Le spectre diffe´rentiel indique en effet une disparition du spectre de l’e´tat fondamental a`
560 nm. La zone spectrale couverte par le faisceau sonde n’est pas assez e´tendue pour analyser
en de´tail la nature des e´tats interme´diaires accumule´s.
Nous allons, dans les paragraphes qui suivent, analyser successivement les deux parties,
“e´lectronique” et “vibrationnelle”, avec pour but d’obtenir des informations sur les premiers
processus photoinduits de la bacte´riorhodopsine et sur leur roˆle fonctionnel.
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4.2 Re´ponse e´lectronique : redressement optique dans la
bacte´riorhodopsine
4.2.1 Caracte´risation de l’e´mission
4.2.1.1 Ve´rification de la non line´arite´ du second ordre du signal
Le but de cette partie est de ve´rifier que l’e´mission infrarouge est bien attribuable a` un
phe´nome`ne non line´aire du deuxie`me ordre. Plusieurs expe´riences de ve´rification ont e´te´ ef-
fectue´es. Nous avons (1) compare´ e´chantillons oriente´s et non oriente´s, (2) mesure´ l’amplitude
du signal en faisant varier l’intensite´ visible excitatrice, et (3) en faisant varier l’orientation
de l’e´chantillon par rapport a` l’axe perpendiculaire aux faisceaux. Finalement nous avons (4)
mesure´ la polarisation et l’amplitude du signal e´mis en choisissant une polarisation s ou p pour
le faisceau excitateur.
4.2.1.1.a. Importance de la non-centrosyme´trie du milieu
Pour obtenir des phe´nome`nes non line´aires du deuxie`me ordre, il est indispensable d’avoir
des e´chantillons non centrosyme´triques, ce qui revient dans notre cas a` orienter les e´chantillons
(paragraphe 3.2.1). Nous avons ve´rifie´ qu’il n’y avait pas d’e´mission infrarouge dans le cas
d’e´chantillons non oriente´s (figure 4.3).
-200 0 200
 
 
A
m
pl
itu
de
, u
.a
Temps, fs
Fig. 4.3 : En trait plein, interfe´rogramme entre signal e´mis par un e´chantillon oriente´ de bRneutre et signal e´mis
par GaAs. En pointille´s, meˆme interfe´rogramme mais avec un e´chantillon non oriente´ de bRneutre. L’absence de
signal dans le cas d’un e´chantillon non oriente´ est un argument fort en faveur d’un phe´nome`ne non line´aire du
deuxie`me ordre.
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4.2.1.1.b. De´pendance en intensite´
Pour cette mesure nous plac¸ons successivement plusieurs densite´s optiques sur le trajet
du faisceau visible excitateur de la bacte´riorhodopsine. Notre me´thode de de´tection e´tant di-
rectement sensible au champ e´mis par la bacte´riorhodopsine, l’amplitude de l’interfe´rogramme
des e´missions bR/GaAs (figure 4.1 ou 4.3) donne directement l’amplitude relative du champ
infrarouge e´mis par bR, dans la mesure ou` la largeur des spectres infrarouges reste constante.
La figure 4.4 montre que le signal infrarouge e´mis par la bacte´riorhodopsine (champ infrarouge)
varie line´airement avec l’intensite´ excitatrice (ou encore avec le nombre de photons rec¸us), c’est
a` dire avec le carre´ du champ e´lectrique visible, comme attendu dans un processus non line´aire
du deuxie`me ordre.
 
0
2
4
6
8
10
12
0 2 4 6 8 10 12
|Evis|², u.a. 
E
IR
, u
.a
. 
Signal émis 
Intensité 
excitatrice 
Fig. 4.4 : De´pendance en intensite´ du signal infrarouge e´mis, pour un e´chantillon de bRneutre entraˆıne´ en
rotation a` 6 Hz.
La meˆme expe´rience sur un e´chantillon de bRneutre immobile montre une de´pendance non
line´aire du champ e´mis avec l’intensite´ excitatrice a` forte intensite´ excitatrice. Cet effet peut
s’expliquer par le changement de la distribution des e´tats dans le photocycle avec le faisceau
excitateur (figure 4.2).
4.2.1.1.c. Etude de la polarisation des faisceaux excitateurs et infrarouge
The´orie. Nous varions la polarisation de l’onde excitatrice incidente. Les de´finitions des
polarisations s ou p sont repre´sente´es figure 4.5. Le repe`re (p,s,k) est lie´ aux ondes incidentes
et e´mises, le repe`re (x,y,z) a` l’e´chantillon.
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Fig. 4.5 : Polarisation s ou p du champ incident excitateur Eω et du champ infrarouge e´mis EIR. Le repe`re
(p,s,k) est lie´ aux ondes incidentes et e´mises, le repe`re (x,y,z) est lie´ a` la surface. On note α l’angle entre l’axe
~k (vecteur d’onde) et la normale a` l’e´chantillon.
Le champ infrarouge e´mis par la bacte´riorhodopsine s’e´crit en fonction des projections des
polarisations P
(2)
x , P
(2)
y , P
(2)
z respectivement sur les axes
→
ux,
→
uy,
→
uz :
Es,IR ∝ P (2)x (4.1)
Ep,IR ∝ P (2)y cosα + P (2)z sinα (4.2)
(E j,IR et E k,IR sont les composantes du champ e´mis suivant les axes
→
j et
→
k respectivement).
 Fig. 4.6 : Echantillons oriente´s de membrane pourpre. Les dipoles sont oriente´s suvant l’axe
→
uβ dans un coˆne
de demi-angle au sommet ζ ≈ 71◦ par rapport a` l’axe →uz [18].
Nous rappelons figure 4.6 la disposition des re´tinals dans les films oriente´s de bacte´rio-
rhodopsine. L’e´chantillon est fortement absorbant a` 560 nm et tous les photons sont donc
absorbe´s par le film et contribuent a` l’e´mission infrarouge. Cette condition de re´sonance est
tre`s importante car elle va permettre des simplifications qui ne seraient pas valables hors
re´sonance [41].
Compte tenu de l’orientation des re´tinals (ale´atoire dans le plan perpendiculaire a`
→
uz, figure
4.6), les projections de la polarisation suivant les axes
→
ux et
→
uy seront nulles donc d’apre`s
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l’e´quation 4.1 :
Es,IR = 0
Par invariance rotationnelle, l’amplitude E1p,IR du champ e´mis pour une onde incidente po-
larise´e p sera identique a` l’amplitude E2p,IR du champ e´mis pour une polarisation s, au facteur
de transmission des faisceaux visibles pre`s. Le rapport entre ces deux amplitudes vaut donc,
en fonction de tp,IR et ts,IR, facteurs de transmission air/bacte´riorhodopsine du champ visible,
suppose´s e´gaux aux facteurs de transmission de Fresnel a` 45◦, de´finis dans l’annexe A :
E1p,IR
E2p,IR
=
tp,IR
ts,IR
≈ 1, 1 (4.3)
Expe´rience. La polarisation du faisceau d’excitation de la bacte´riorhodopsine pouvait eˆtre
ajuste´e a` l’aide d’une lame λ/2. La polarisation e´mise par le GaAs pouvait eˆtre varie´e a` l’aide
d’une deuxie`me λ/2 et par la rotation du cristal. Un polariseur infrarouge e´tait place´ avant le
de´tecteur afin de s’assurer de la polarisation de´tecte´e. Ainsi l’effet de la polarisation du faisceau
incident sur la bacte´riorhodopsine et la polarisation du champ e´mis peuvent eˆtre suivis. Les
re´sultats obtenus sont repre´sente´s figure 4.7.
 
Fig. 4.7 : Etude de l’amplitude du signal infrarouge e´mis pour chaque polarisation p ou s (faisceau IR e´mis)
en fonction de la polarisation du faisceau excitateur (pompe visible).
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Le faisceau infrarouge e´mis par la bacte´riorhodopsine est polarise´ p, quelle que soit la po-
larisation du faisceau incident. D’apre`s l’e´quation 4.2, l’intensite´ du champ infrarouge e´mis est
bien la meˆme que le faisceau incident soit polarise´ s ou p car nous travaillons en re´sonance. Hors
re´sonance, ce comportement est diffe´rent et l’e´mission non line´aire du deuxie`me ordre de´pend
fortement de la polarisation du faisceau incident, comme montre´ par Lewis et coll. dans le cas
de la ge´ne´ration de seconde harmonique d’e´chantillons excite´s a` 1064 nm [41].
4.2.1.1.d. Influence de l’orientation de l’e´chantillon
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Fig. 4.8 : Orientation du film de bacte´riorhodopsine de´pose´ sur plaque de germanium. L’angle α est l’angle
entre l’axe des faisceaux et la normale a` l’e´chantillon.
Nous faisons varier l’angle α entre l’axe des faisceaux et la normale au film (figure 4.8). La
forme du signal interfe´rome´trique est inde´pendante de l’angle d’inclinaison. Ceci est en accord
avec le fait que l’e´chantillon est oriente´ sur un seul axe.
L’intensite´ est mesure´e en fonction de l’angle d’orientation. La figure 4.9 montre que l’inten-
site´ varie, nulle pour α=0◦ (et α=90◦, techniquement immesurable), elle passe par un maximum
situe´ autour de 45◦.
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Fig. 4.9 : Variation de l’intensite´ du signal e´mis en fonction de l’angle d’inclinaison de l’e´chantillon, corres-
pondant a` l’angle α entre l’axe des faisceaux et la normale au film (figure 4.8).
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Montrons que cette de´pendance angulaire concorde avec un phe´nome`ne non line´aire du
deuxie`me ordre. Les notations utilise´es sont de´crites figure 4.10.
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Fig. 4.10 : Faisceau visible incident sur l’e´chantillon de bacte´riorhodopsine de´pose´ sur du germanium. nb est
l’indice de re´fraction de la bacte´riorhodopsine et ng celui du germanium. Les angles entre les faisceaux (faisceau
visible incident et faisceau infrarouge dans l’e´chantillon) et la normale a` l’e´chantillon sont de´finis dans la figure.
L’indice de groupe de la bacte´riorhodopsine dans l’infrarouge vaut 1,7 [107], et l’indice de phase
dans le visible 1,44 [108]. Les angles α et α’ sont donc diffe´rents.
On utilise le repe`re (
→
x,
→
y ,
→
z ) lie´ a` l’e´chantillon de´fini sur la figure 4.10. On note
→
ux,
→
uy,
→
uz les
axes unitaires associe´s. Le repe`re du laboratoire est de´fini sur la figure par R’=(
→
x′,
→
y′,
→
z′), d’axes
unitaires
→
u ′x,
→
u ′y,
→
u ′z
Plac¸ons-nous dans notre cas, ou` l’onde excitatrice est polarise´e p. Le champ incident se propa-
geant suivant l’axe -
→
z′ a les composantes :
Ex′ = 0 (4.4)
Ey′ = Eo (4.5)
Ez′ = 0 (4.6)
ou` Eo est l’amplitude du champ visible incident.
tvisp,ab et t
vis
s,ab sont les coefficients de transmission de Fresnel en amplitude du faisceau visible
a` l’interface air/bacte´riorhodopsine pour les polarisations p et s respectivement. tGaAsp,bg est le
coefficient de transmission de Fresnel du faisceau infrarouge e´mis par le GaAs a` l’interface
bacte´riorhodopsine/germanium et tGaAsp,ga le coefficient de transmission de Fresnel du faisceau
infrarouge e´mis par le GaAs a` l’interface germanium/air, e´galement pour la polarisations p
[72]. De meˆme on utilise les notations t bRp,bg et t
bR
p,ga pour le faisceau infrarouge e´mis par la
bacte´riorhodopsine.
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Apre`s re´fraction a` l’interface air/e´chantillon, le champ visible vaut :
Ex = Ex′t
vis
s,ab = 0 (4.7)
Ey = Ey′t
vis
p,abcosβ = Eot
vis
p,ab
√
1− sin
2α
n2b
(4.8)
Ez = Ey′t
vis
p,absinβ = Eot
vis
p,ab
sinα
nb
(4.9)
La polarisation non line´aire induite dans la bacte´riorhodopsine s’e´crit :
P (2)x = 0
P (2)y = 0
P (2)z ∝ E2o(tvisp,ab)2 (4.10)
Apre`s re´fraction aux interfaces bacte´riorhodopsine/germanium et germanium/air, le champ
infrarouge e´mis vaut :
EIRx′′ = At
bR
s,bgt
bR
s,gaP
(2)
x = 0
EIRy′′ = Bt
bR
p,bgt
bR
p,ga(P
(2)
y cosα
′ + P (2)z sinα
′) = BtbRp,bgt
bR
p,gaP
(2)
z sinα
′ (4.11)
EIRz′′ = 0
A et B sont des constantes.
Nous mesurons ce champ infrarouge en le faisant interfe´rer avec le champ infrarouge e´mis
par le GaAs, polarise´ p. La puissance infrarouge mesure´e est donc :
SIR ∝ tGaAsp,ab tGaAsp,bg tGaAsp,ga EIRy′′ (4.12)
The´orie et expe´rience sont en bon accord (figure 4.11) : le signal passe par un maximum
le´ge`rement supe´rieur a` 45◦. Le faisceau e´mis a une intensite´ nulle en cas d’incidence dans
la direction de l’axe de syme´trie du syste`me, donc il faut incliner l’e´chantillon pour obtenir un
signal. Dans toute la suite, nous l’inclinons a` 45◦, proche du maximum du signal e´mis.
104
4.2 Re´ponse e´lectronique : redressement optique dans la bacte´riorhodopsine
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Angle, degrés
A
m
p
lit
u
d
e,
 u
.a
.
Fig. 4.11 : Champ infrarouge e´mis par la bacte´riorhodopsine en fonction de l’angle α entre l’axe perpendi-
culaire a` l’axe de propagation des faisceaux et la normale au film. Le faisceau incident est polarise´ p. Re´sultats
the´oriques (trait plein) et points expe´rimentaux.
En conclusion, ces quatre ve´rifications successives montrent qu’il s’agit d’un signal non
line´aire du deuxie`me ordre ; ainsi la polarisation cre´e´e dans la bacte´riorhodopsine provient du
phe´nome`ne de redressement optique. Nous allons la mode´liser en prenant le cas simple d’un
syste`me a` deux niveaux.
4.2.2 Mode`le du redressement optique dans la bacte´riorhodopsine :
the´orie et simulations
4.2.2.1 Approche semi-classique des interactions laser/matie`re
Afin de pouvoir de´crire l’interaction laser/matie`re au niveau quantique, nous devons dans
un premier temps introduire un degre´ de description quantique de la matie`re. Cette description
va permettre d’e´tudier la re´ponse d’un syste`me a` une excitation lumineuse, lorsque certains
temps caracte´ristiques du milieu sont plus grands que les temps caracte´ristiques de l’excitation
(dure´e de l’e´tat excite´, temps de de´phasage).
Nous allons brie`vement rappeler les diffe´rentes e´tapes permettant d’aboutir a` l’e´quation
d’e´volution de la matrice densite´ [70]. Pour cela nous nous plac¸ons dans un mode`le de Bloch,
qui repose sur plusieurs hypothe`ses :
- Le champ excitateur est repre´sente´ classiquement (2.2.1).
- L’interaction est de´crite dans l’approximation dipolaire e´lectrique, qui consiste a` supposer le
champ uniforme sur toute la mole´cule, soit des dimensions source bien infe´rieures a` la longueur
d’onde e´mise. L’effet du champ magne´tique de l’impulsion laser est ne´glige´.
- L’e´chantillon est place´ au col du faisceau (waist) de rayon ω et la distance de Rayleigh piω2/λ
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est tre`s supe´rieure a` l’e´paisseur e de l’e´chantillon.
- Les fre´quences de transition ne varient pas au cours du temps.
- Les diffe´rents processus de relaxation (e´mission spontane´e, interaction e´lastique ou ine´lastique
avec l’environnement) sont de´crits phe´nome´nologiquement par des taux fixes.
4.2.2.1.a. Hamiltonien du syste`me en interaction avec le champ
On conside`re un syste`me constitue´ d’un niveau fondamental |g〉 et de k niveaux excite´s |ei〉
(i∈{1, ...k}) Les e´tats |m〉 et |n〉 ((m,n)∈{g, e1, ..., ek}) de´signent les e´tats propres d’e´nergies Em
et En associe´es :
Ho |n〉 = En |n〉 (4.13)
de´crivant une mole´cule en interaction avec la matrice. Les deux e´tats sont relie´s par une tran-
sition dipolaire electrique de fre´quence ωmn telle que :
En − Em = h¯ωmn. (4.14)
Le couplage du champ e´lectrique
→
E au dipoˆle de transition est de´crit par un hamiltonien d’in-
teraction
H1 = −e →r .
→
E (4.15)
ou`
→
r est le vecteur position local et -e la charge de l’e´lectron. Seule la valeur moyenne de
→
r est
accessible, et on de´finit la matrice hermitienne
→
µ des moments dipolaires
→
µ= −e <→r> . (4.16)
L’hamiltonien d’interaction s’e´crit finalement :
H1 = −
→
µ .
→
E (4.17)
et l’hamiltonien de´crivant l’e´volution du syste`me sera :
H = Ho +H1. (4.18)
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4.2.2.1.b. Fonction d’onde et matrice densite´
On de´crit le syste`me quantique par sa fonction d’onde ou vecteur d’e´tat ψ(r,t) et le produit
scalaire associe´ dans l’espace de Hilbert complexe :
〈φ |ψ〉 =
∫
φ∗ψd3r. (4.19)
En l’absence d’excitation, le syste`me est dans l’e´tat fondamental |g〉 soit
|ψ(0)〉 = |g〉 . (4.20)
L’excitation optique pre´pare le syste`me dans un e´tat de superposition cohe´rente |ψ(0)〉=∑
n
cn|n〉,
cn complexe. La probabilite´ de trouver le syste`me dans l’e´tat |n〉 s’e´crit :
ρnn = 〈n| ρ| n〉 , (4.21)
ρnn e´tant la population de l’e´tat |n〉 et ρ l’ope´rateur densite´. Cet ope´rateur s’e´crit sous forme
de matrice (par abus de langage nous emploierons indiffe´remment les termes matrice densite´
ou ope´rateur densite´) dans la base des e´tats propres de Ho.
Les termes non- diagonaux
ρnm = 〈n| ρ| m〉 avec n 6= m, (4.22)
sont appele´s cohe´rences car ils tiennent compte de la phase relative des composantes corres-
pondant aux e´tats |n〉 et |m〉.
4.2.2.1.c. Evolution de la matrice densite´
L’e´quation d’e´volution de l’ope´rateur densite´ d’un syste`me isole´ est :
dρ
dt
=
1
ih¯
[H, ρ] +
∂ρ
∂t
∣∣∣∣
relaxation
avec H = Ho +H1 (voir 4.18). (4.23)
On note ρ
(0)
mn l’ope´rateur densite´ avant l’arrive´e de l’impulsion laser. Le terme
∂ρ
∂t
∣∣
relaxation
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contient les phe´nome`nes de relaxation de la population de l’e´tat excite´ |n〉 (de dure´e de vie
Tnn) vers l’e´tat fondamental :
∂ρnn
∂t
∣∣∣∣
relaxation
= −ρnn − ρ
(0)
nn
Tnn
, (4.24)
et la perte de cohe´rence entre les e´tats |m〉 et |n〉 sur un temps de de´phasage Tmn (m 6= n) :
∂ρmn
∂t
∣∣∣∣
relaxation
= −ρmn − ρ
(0)
mn
Tmn
. (4.25)
Quant aux autres termes :
1. 〈m| dρ
dt
|n〉 = dρmn
dt
(4.26)
2. 〈m| [Ho , ρ̂] |n〉 = 〈m| h¯ωmρ̂− h¯ωnρ̂ |n〉 = h¯ωmnρmn (4.27)
3. 〈m| [H1 , ρ̂] |n〉 = 〈m|H1ρ |n〉 〈m| ρH1 |n〉
=
∑
l
〈m| H1| l〉 〈l| ρ| m〉 − 〈m| ρ| l〉 〈l| Ĥ1
∣∣∣ m〉
= −E(t)
∑
l
(µmlρln − ρnlµln). (4.28)
Donc l’e´quation d’e´volution des termes de la matrice densite´ s’e´crit :
(
d
dt
+
1
Tmn
+ iωmn)(ρmn − ρ(0)mn) = −
1
ih¯
E(t)
∑
l
(µmlρln − ρnlµln). (4.29)
En ne´gligeant l’e´nergie d’agitation thermique a` tempe´rature ambiante par rapport a` l’e´nergie
de transition, nous pouvons conside´rer que toute la population est initialement dans l’e´tat fon-
damental : ρ
(0)
gg =1 est le seul terme non nul de la matrice densite´.
Nous de´finissons la fonction de Green Gmn telle que :
(
d
dt
+
1
Tmn
+ iωmn)Gmn(t) = −δ(t)
ih¯
, avec δ(t) la fonction de Dirac
soit Gmn(t) =
i
h¯
H(t)e(−iωnmt−
t
Tmn
), avec H(t) la fonction de Heavyside. (4.30)
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La transforme´e de Fourier F de l’e´quation 4.29 s’e´crit :
(ω + iωmn +
i
Tmn
)ρmn(ω) = −F(− 1
ih¯
E(t)
∑
l
(µmlρln(t)− ρnl(t)µln)
ce qui donne en introduisant Gmn(ω)=F(Gmn(t))
ρmn(ω) = Gmn(ω)F(E(t)
∑
l
(µmlρln(t)− ρnl(t)µln)
et par transforme´e de Fourier inverse :
ρmn(t) = Gmn(t)⊗ (E(t)
∑
l
(µmlρln(t)− ρnl(t)µln). (4.31)
4.2.2.1.d. De´veloppement perturbatif
L’ope´rateur densite´ s’e´crit comme un produit de convolution de la fonction de Green et
d’un terme de´pendant du champ e´lectrique. Nous de´veloppons l’ope´rateur densite´ jusqu’au
deuxie`me ordre :
ρ = ρ(0) + ρ(1) + ρ(2). (4.32)
En reportant dans l’e´quation 4.31, en respectant les puissances du champ e´lectrique dans le
de´veloppement perturbatif :
ρi+1mn = Gmn(t)⊗ (E(t)
∑
l
(µmlρ
(i)
ln (t)− ρ(i)nl (t)µln) avec i = 0, 1. (4.33)
Remarque : nous nous inte´ressons uniquement aux phe´nome`nes non line´aires du deuxie`me ordre,
mais cette expression reste valable pour les ordres supe´rieurs.
4.2.2.2 Calcul de la polarisation induite
La polarisation induite p par un dipoˆle quantique est donne´e par [109] :
p(t) = 〈µ〉 = Tr(µρ). (4.34)
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On conside`re une densite´ volumique N de mole´cules inde´pendantes entre elles. La polarisation
par unite´ de volume s’exprime donc de la fac¸on suivante :
P (t) = Np(t) = NTr(µρ(t)). (4.35)
Dans le re´gime perturbatif, on de´veloppe la polarisation en se´rie jusqu’a` l’ordre 2 qui nous
inte´resse :
P (t) = NTr(µρ(t)) avec ρ(t) = ρ(0) + ρ(1)(t) + ρ(2)(t)
soit P (t) = P (1)(t) + P (2)(t) avec P (n) = NTr(µρ(n)). (4.36)
Plac¸ons nous dans le cas simple d’un mode`le a` deux niveaux : le fondamental note´ |g〉 et
l’e´tat excite´ note´ |e〉. Nous allons nous concentrer sur le calcul de´taille´ de P (1) et P (2) graˆce a`
l’e´quation 4.31.
4.2.2.2.a. Calcul de P (1)
P (1) = NTr(µρ(1)(t)) = N
∑
m,n
µmnρ
(1)
nm(t)
avec ρ(1)mn(t) = Gmn(t)⊗ [ E(t)
∑
l
(µmlρ
(0)
ln (t)− ρ(0)nl (t)µln) ] . (4.37)
Calculons successivement les diffe´rents e´le´ments, en supposant le syste`me initialement dans
l’e´tat fondamental.
ρ(0)gg = 1 (4.38)
ρ(0)ee = 0 (4.39)
ρ(1)nm(t) = ρ
(1)
eg (t) = µegGeg(t)⊗ E(t) ou ρ(1)ge (t) = −µgeGge(t)⊗ E(t) = (ρ(1)ge (t))∗ (4.40)
On en de´duit :
P (1) = N(µegρ
(1)
ge (t) + µgeρ
(1)
eg (t)) = N(−µegµgeGeg(t) + µegµgeGge(t))⊗ E(t)
donc P (1)(t) = N | µeg |2 (Geg(t) +Gge(t))⊗ E(t). (4.41)
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En notation complexe et en introduisant la susceptibilite´ non line´aire χ(1)(ω) dont la partie
imaginaire est le coefficient d’absorption :
P (1)(ω) = N | µeg |2 (Geg(ω) +Gge(ω))E(ω)
soit P (1)(ω) = N | µeg |2 (Geg(ω) +Gge(ω))E(ω) = oχ(1)(ω)E(ω) (4.42)
ou` les diffe´rentes fonctions de Green s’e´crivent :
Gee(t) =
i
h¯
H(t)e
−( t
T1
)
(4.43)
Geg(t) =
i
h¯
H(t)e
(−iωegt− tT2 ) (4.44)
Gge(t) =
i
h¯
H(t)e
(iωegt− tT2 ) (4.45)
(4.46)
Dans un mode`le a` deux niveaux, deux taux de relaxation apparaissent :
- Γeg=
1
T2
ou` T2 est le temps de de´phasage entre les deux niveaux,
- Γee=
1
T1
ou` T1 est le temps de relaxation de la population dans l’e´tat excite´.
Apre`s excitation en |e〉, le syste`me revient dans le fondamental |g〉 avec un taux de relaxation
T1. Cependant, meˆme a` valeurs constantes des populations en |e〉 et |g〉, les cohe´rences peuvent
eˆtre de´truites par interaction avec l’environnement soit T1≥T22 . Dans le cas ou` la seule cause
de relaxation est le de´clin de l’e´tat excite´, nous avons T1=
T2
2
.
4.2.2.2.b. Calcul de P (2)
P (2)(t) = NTr(µρ(2)(t)) = N
∑
m,n
µmnρ
(2)
nm(t)
avec ρ(2)mn(t) = Gmn(t)⊗ [ E(t)
∑
l
(µmlρ
(1)
ln (t)− ρ(1)nl (t)µln) ] . (4.47)
D’apre`s les valeurs obtenues a` l’ordre 1 pour le calcul de P(1)(t), ρmn
(2)(t) peut eˆtre calcule´ :
ρ(2)mn(t) = ρ
(2)
ee (t) = Gee(t)⊗ [ E(t)(µegρ(1)ge (t)− ρ(1)eg (t)µge) ]
= − | µeg |2Gee(t)⊗ [ E(t)(Gge(t) +Geg(t))⊗ E(t)) ] . (4.48)
On reconnaˆıt dans cette expression la polarisation du premier ordre :
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ρ(2)ee (t) =
1
N
Gee(t)⊗ (E(t).P (1)(t)). (4.49)
Comme Tr(ρ)=1, on a directement Tr(ρ(2))=0 soit ρ
(2)
gg =-ρ
(2)
ee La polarisation du deuxie`me ordre
vaut donc :
P (2)(t) = N(µeeρ
(2)
ee (t) + µggρ
(2)
gg (t))
soit P (2)(t) = N∆µρ(2)ee (t) (4.50)
et P (2)(t) = ∆µGee(t)⊗ (E(t).P (1)(t)) (4.51)
en notant ∆µ=µee-µgg.
P (2)(t) = ∆µGee(t)⊗ (E(t).P (1)(t)). (4.52)
La polarisation sera donc de´pendante du recouvrement spectral entre le spectre d’absorption
et du champ excitateur.
Cette expression de la polarisation contient a` la fois les termes correspondant a` la ge´ne´ration
de seconde harmonique, et ceux correspondant au redressement optique. Afin de les se´parer,
utilisons le champ complexe E(t) (de´fini paragraphe 2.2.1) tel que E(t)=1
2
(E(t)+E∗(t)). La
polarisation du deuxie`me ordre peut alors s’e´crire comme la somme de huit termes. En ne
conservant que ceux correspondant au redressement optique, on obtient une premie`re simplifi-
cation :
P (2)(t) = −N∆µ | µeg |
2
4
Gee(t)⊗ [E(t) (Gge(t)⊗ E∗(t)) + E(t)(Geg(t)⊗ E∗(t))
+E∗(t)(Geg(t)⊗ E(t)) + E∗(t)(Geg(t)⊗ E(t)) ] . (4.53)
Parmi ces produits de convolutions, les seuls significatifs sont ceux ayant un recouvrement spec-
tral, c’est a` dire les termes de fre´quence proche de la fre´quence optique excitatrice. Cela revient
a` appliquer l’approximation des ondes tournantes : nous conservons les termes proches de la
re´sonance.
Uniquement deux termes subsistent :
P (2)(t) = −N∆µ | µeg |
2
4
Gee(t)⊗ [E(t) (Gge(t)⊗ E∗(t)) + E∗(t)(Geg(t)⊗ E(t)) ]
= −N∆µ | µeg |
2
4
Gee(t)⊗ [E∗(t) (Geg(t)⊗ E(t))− E(t)(G∗eg(t)⊗ E∗(t)) ]
= −iN∆µ | µeg |
2
2
Gee(t)⊗ Im [E∗(t′) (Geg(t′)⊗ E(t′)) ] (4.54)
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correspondant a` une population dans l’e´tat excite´
ρ(2)ee (t) = −
i | µeg |2
2
Gee(t)⊗ Im [E∗(t′) (Geg(t′)⊗ E(t′)) ] . (4.55)
Maintenant que l’expression ge´ne´rale est e´tablie, nous allons voir dans la partie suivante l’in-
fluence des diffe´rents parame`tres, en particulier la valeur de la fre´quence excitatrice et la dure´e
de vie de l’e´tat excite´.
4.2.2.3 Simulation de la polarisation pour diffe´rents parame`tres
Les calculs de polarisation sont effectue´s en utilisant le programme explique´ au paragraphe
4.3.2.3 et de´veloppe´ par G. Groma, qui utilise le formalisme dans lequel la polarisation est ex-
prime´e dans l’espace de Liouville [110]. Apre`s introduction des temps de relaxation e´quivalents
a` T1 et T2, ce formalisme donne des re´sultats e´quivalents a` ceux du traitement ci-dessus base´
sur les e´quations de Bloch [111]. Nous choisissons un mate´riau absorbant a` 564 nm (soit une
fre´quence ωeg = 532 THz), correspondant a` la longueur d’onde d’absorption des e´chantillons
secs de bRneutre. Toujours pour cet e´chantillon, les valeurs de T1, dure´e de vie du niveau excite´,
sont comprises entre 200 fs et 500 fs (chapitre 3).
4.2.2.3.a. Influence de la re´sonance
On se place dans un premier temps hors re´sonance, par exemple l’impulsion excitatrice
est centre´e dans le proche infrarouge, avec une fre´quence ωo=375 THz (figure 4.12).
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Fig. 4.12 : Polarisation P(t) normalise´e ge´ne´re´e par diffe´rence de fre´quence pour une excitation E(t) gaussienne
de dure´e 11 fs, non re´sonante. Les parame`tres choisis sont les suivants : T1=450 fs, T2=900 fs (aucun de´phasage
pur), ωeg=532 THz, ωo=375 THz.
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En reprenant l’e´quation 4.54, de`s que le champ visible est e´teint, P(2) est nulle. On re-
trouve le re´sultat obtenu dans le cas classique de´crit chapitre 2 pour χ(2) inde´pendant de la
fre´quence : P(2)(t) suit l’enveloppe de l’impulsion excitatrice. Dans ce mode`le simplifie´, la lar-
geur de re´sonance est relie´e a` T2 : diminuer sa valeur revient a` e´largir le spectre d’absorption
des e´chantillons, ce qui se traduit par une sensibilite´ moins grande au de´placement loin de la
fre´quence de re´sonance.
En se plac¸ant proche de la re´sonance, les phe´nome`nes ne sont plus instantane´s. Nous nous
plac¸ons en re´sonance (figure 4.13),ce qui correspond a` nos conditions expe´rimentales lorsqu’on
e´tudie bRneutre ou bRpourpre. Nous e´tudions successivement l’influence du temps de vie de l’e´tat
excite´ T1 (figure 4.14), et d’une variation progressive de la fre´quence excitatrice, tout en restant
proche de la re´sonance (figure 4.15). Nous ne varions pour l’instant pas le terme de de´phasage
et imposons T2 = 2T1.
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Fig. 4.13 : Polarisation P(t) ge´ne´re´e par diffe´rence de fre´quence pour une excitation E(t) gaussienne de dure´e
11 fs, re´sonante. Les parame`tres sont les suivants : T1=450 fs, T2=900 fs (aucun de´phasage pur), ωeg=532 THz,
ωo=536 THz
Dans le cas d’une excitation en re´sonance, le second terme du produit de convolution de
l’e´quation 4.54 [E(t)(Gge(t)⊗ E∗(t))+E∗(t)(Geg(t)⊗E(t)) ] oscille aux environs de la fre´quence
optique. Sa dure´e est tre`s bre`ve du fait de l’utilisation d’impulsions ultrabre`ves. La polarisation
va donc avoir une e´volution temporelle et fre´quentielle proche de la fonction Gee(t), qui de´croˆıt
comme la population de l’e´tat excite´. Ce re´sultat se rapproche de celui obtenu en me´canique
classique : a` la re´sonance, l’e´tat excite´ est pompe´ par l’impulsion lumineuse et de´croˆıt avec le
temps de vie de l’e´tat excite´. Ainsi en premie`re approximation, le nombre de mole´cules dans
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l’e´tat excite´ est proportionnel a` la convolution de l’enveloppe de l’intensite´ du faisceau incident
et de la relaxation : la polarisation cre´e´e va e´voluer comme la population de l’e´tat excite´, Elle
augmente avec l’intensite´ absorbe´e par l’e´chantillon, et de´croˆıt avec la dure´e de vie T1 de l’e´tat
excite´. L’e´quation 4.54 montre que la polarisation cre´e´e est proportionnelle a` ∆µ. Le re´tinal
excite´ subit un important changement dipolaire. Ce changement dipolaire se manifeste comme
un phe´nome`ne de polarisation, caracte´risable macroscopiquement dans le cas des e´chantillons
oriente´s.
Pour ve´rifier la de´pendance de la partie de´croissante avec la dure´e de vie de l’e´tat ex-
cite´, on varie T1 (figure 4.14) : comme pre´vu, le temps de de´croissance de la polarisation varie
avec T1.
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Fig. 4.14 : Polarisations P(t) ge´ne´re´es par diffe´rence de fre´quence pour une excitation E(t), pour des temps de
cohe´rence T1 valant 200, 300 et 500 fs. La fle`che indique les temps T1 de´croissants. On a a` chaque fois T2=2T1.
Nous e´tudions e´galement l’e´volution de la polarisation en s’e´loignant progressivement de la
re´sonance (figure 4.15). En re´sonance, une population re´elle est cre´e´e dans l’e´tat excite´ (e´quation
4.52), et la polarisation qui s’e´tablit dans le milieu dure meˆme apre`s l’arreˆt de l’impulsion excita-
trice. En s’e´loignant progressivement de la re´sonance, le nombre de mole´cules re´ellement dans
l’e´tat excite´ diminue progressivement. On trouve un me´lange entre cas re´sonant et cas non
re´sonant : plus on s’e´loigne de la re´sonance, plus la polarisation suit l’enveloppe de l’impulsion
excitatrice.
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Fig. 4.15 : Polarisation P(t) ge´ne´re´e par diffe´rence de fre´quences pour une excitation E(t) gaussienne de dure´e
11 fs, de fre´quences angulaires centre´es en 460, 475 et 494 THz. Les donne´es sont normalise´es. Les parame`tres
sont : T1=450 fs, T2=900 fs, ωeg=532 THz.
4.2.2.3.b. Influence de la cohe´rence
Pour traiter ce proble`me formellement, nous supposons que la dure´e de vie de l’impul-
sion visible est tre`s infe´rieure au temps de relaxation T1 de la population dans l’e´tat excite´.
Cette supposition est proche de nos conditions expe´rimentales.
Dans ce cas Gee(t) (e´quation 4.43) s’e´crit :
Gee(t) =
i
h¯
H(t). (4.56)
L’e´quation 4.54 se simplifie :
ρ(2)ee (t) =
| µeg |2
2h¯
Im
∫ t
−∞
E∗(t′)(Geg(t′)⊗ E(t′))dt′ (4.57)
et P (2)(t) = N∆µ
| µeg |2
2h¯
Im
∫ t
−∞
E∗(t′)(Geg(t′)⊗ E(t′))dt′. (4.58)
La contribution des termes de cohe´rence est comple`tement ne´gligeable en re´sonance (figure 4.16)
tant que l’on reste dans un re´gime cohe´rent ou partiellement cohe´rent (la largeur spectrale de
l’impulsion excitatrice ∆ω est respectivement supe´rieure ou du meˆme ordre de grandeur que
le taux de de´phasage 1
T2
), et seule l’amplitude de la polarisation ge´ne´re´e varie : l’augmentation
du temps de de´phasage conduit a` un re´tre´cissement du spectre de la bacte´riorhodopsine, ce qui
conduit a` un meilleur recouvrement entre spectre excitateur et spectre d’absorption.
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Fig. 4.16 : A. Polarisation P(t) ge´ne´re´e par diffe´rence de fre´quences pour une excitation E(t), pour des
valeurs T2 variables (1000 fs, 500 fs, 20 fs), la fle`che indiquant des valeurs de T2 de´croissantes. La valeur de 20
fs correspond a` une limite infe´rieure pour l’e´chantillon de bRneutre [49, 112] B. Donne´es normalise´es.
En revanche, lorsqu’on se place dans un re´gime incohe´rent (∆ω << 1
T2
), la forme de la
polarisation est modifie´e (figure 4.17). Cela revient a` supposer que le spectre du champ incident
n’est pas modifie´ par le spectre d’absorption de l’e´chantillon. L’e´quation 4.57 devient, en notant
η la probabilite´ d’excitation d’une mole´cule donne´e :
ρ(2)ee (t) = η
∫ t
−∞
| E(t′) |2 dt′ (4.59)
et P (2)(t) = ηN∆µ
∫ t
−∞
| E(t′) |2 dt′. (4.60)
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Fig. 4.17 : Variation de la polarisation en fonction de la valeur de T2 (e´gale a` 100 fs, 5 fs et 1 fs). La fle`che
indique des valeurs de T2 de´croissantes. La valeur de T1 est constante, prise e´gale a` 1 ps. L’impulsion incidente
est suppose´e gaussienne, de dure´e 11 fs.
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4.2.3 Mesure du changement dipolaire suite a` une excitation lumi-
neuse
Dans cette partie nous allons de´terminer le changement dipolaire ∆µ entre e´tat fondamental
et premier e´tat excite´ associe´ a` l’excitation lumineuse de cette transition.
Pour cela nous comparons l’interfe´rogramme provenant de l’interfe´rence entre e´mission in-
frarouge de l’AgGaS2 et de bRneutre auquel on a enleve´ la contribution des modes vibrationnels
par la me´thode de l’analyse cine´tique pre´sente´e plus loin (Mode`le d’analyse cine´tique, para-
graphe 4.3.2.3) et celui provenant de l’interfe´rence entre deux faisceaux infrarouge e´mis par des
cristaux d’AgGaS2. Dans le cas de l’interfe´rogramme AgGaS2 |AgGaS2, on place le deuxie`me
e´chantillon d’AgGaS2 a` la meˆme position que la bacte´riorhodopsine, tandis que l’e´chantillon
de bacte´riorhodopsine de´pose´ sur plaque de germanium est place´ devant le de´tecteur MCT
(voir figure du dispositif expe´rimental partie 2.4.2) afin de compenser les facteurs de trans-
missions des faisceaux infrarouges entre les deux interfe´rogrammes. De meˆme dans le cas de
l’interfe´rogramme bRneutre |AgGaS2, on place un cristal d’AgGaS2 devant le de´tecteur MCT.
Les deux cristaux d’AgGaS2 utilise´s sont de type II.
Les spectres de ces interfe´rogrammes sont identiques (figure 4.18) mais l’amplitude des si-
gnaux ge´ne´re´s est diffe´rente (1,4 fois plus importante dans le cas de l’interfe´rogramme
AgGaS2 |bRneutre a` intensite´ excitatrice e´quivalente). La similitude de ces spectres va permettre
de remonter a` la valeur de ∆µ en comparant les amplitudes respectives des interfe´rogrammes,
ce qui e´tait impossible en utilisant du GaAs.
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Fig. 4.18 : Trait e´pais : spectre de l’interfe´rogramme AgGaS2 |AgGaS2 filtre´ par le spectre d’absorption de la
bacte´riorhodopsine. Trait fin : spectre de l’interfe´rogramme AgGaS2 |bRneutre, filtre´ par un cristal d’AgGaS2.
On se place dans l’approximation paraxiale, on note EAgGaS2 = AAgGaS2e
ikz le champ infra-
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rouge ge´ne´re´ par l’AgGaS2 et E bR = AbRe
ikz celui ge´ne´re´ par la bacte´riorhodopsine. Dans les
deux cas les distances de propagation sont tre`s faibles (<<2pi
k
) et on peut e´crire AbR≈EAgGaS2 .
E est le champ visible excitateur.
Nous allons calculer les champs ge´ne´re´s par le cristal d’AgGaS2 et par bRneutre.
- Calculons dans un premier temps le champ ge´ne´re´ par un cristal d’AgGaS2. D’apre`s
l’e´quation 2.39 du chapitre 2, le champ ge´ne´re´ en sortie du cristal d’AgGaS2 s’e´crit, en no-
tant nv,AgGaS2 et nIR,AgGaS2 les indices de re´fraction dans l’infrarouge et le visible de l’AgGaS2,
Leff la longueur caracte´ristique sur laquelle a lieu la ge´ne´ration d’infrarouge, T la dure´e de
l’impulsion visible :
EIR(t) =
(1 + nv)Leff (ω)χ
(2) | E ( t)|2
2cT (nv + nIR)(1 + nIR)
. (4.61)
Pour une e´paisseur d’e´chantillon tre`s faible, correspondant au cas d’un mate´riau infiniment
mince, le champ infrarouge e´mis par redressement optique s’exprime d’apre`s l’e´quation 2.37 :
EIR(z, t) = − L
2nIRoc
∂P
∂t
(z, t)
= −χ(2) L
4nIRoc
∂ | E |2
∂t
(z, t). (4.62)
En utilisant le programme de´veloppe´ dans le paragraphe 2.3.2.2 dans le domaine fre´quentiel, on
calcule nume´riquement Leff (ω) en comparant les amplitudes des champs ge´ne´re´s en fonction
de la longueur L. Elle vaut 12 µm pour une longueur d’onde e´mise de 10 µm.
- Concernant le champ infrarouge e´mis par la bacte´riorhodopsine, l’e´quation 2.41 permet de
directement obtenir l’expression du champ infrarouge
∂EbR(z, ω)
∂z
=
iµoc
2nIR,bR
ωP (2)(ω). (4.63)
L’e´chantillon est tre`s mince, le champ infrarouge ge´ne´re´ s’e´crit alors
EbR(ω) =
iµoc
2nIR,bR
ωP (2)(ω)lo (4.64)
lo repre´sente la longueur effective sur laquelle la ge´ne´ration d’infrarouge a lieu et nIR,bR est
l’indice de la bacte´riorhodopsine dans l’infrarouge.
En repassant dans le domaine temporel :
EbR(z, t) =
µoc
2nIR,bR
∂P (2)(z, t)
∂t
lo. (4.65)
(4.66)
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Nous utilisons l’expression de la polarisation induite dans l’e´chantillon de´termine´e e´quation
4.60 ; nous faisons donc plusieurs hypothe`ses :
- La dure´e de vie de l’impulsion visible est tre`s infe´rieure au temps de relaxation T1 de la
population dans l’e´tat excite´ (≈ 450 fs, chapitre 3) ce qui est bien ve´rifie´ dans notre cas.
- On se place dans un re´gime incohe´rent, ce qui n’est qu’une approximation dans notre cas
puisque les largeurs spectrales de l’impulsion visible et du spectre d’absorption de la bacte´rio-
rhodopsine sont du meˆme ordre de grandeur. Cependant, la figure 4.19 montre que l’influence de
T2 sur l’allure du spectre infrarouge e´mis reste tre`s faible. En particulier T2 > 20 fs correspond
au spectre e´tabli par des techniques de hole burning [112] et d’e´cho de photon [49].
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Fig. 4.19 : Calcul des spectres infrarouges de´tecte´s par interfe´rence d’un monocycle infrarouge et de l’e´mission
de la bacte´riorhodopsine dans nos conditions expe´rimentales. Trait fin : calcul du spectre infrarouge e´mis en
prenant comme parame`tres pour calculer la polarisation dans la bacte´riorhodopsine T1 = 460 fs et T2 = 20 fs.
Ce spectre reste inchange´ si on augmente T2 duˆ a` l’invariance de la polarisation montre´e figure 4.16. Trait e´pais :
calcul du spectre infrarouge e´mis en prenant T1 = 460 fs et T2 = 1 fs. La valeur pre´cise de T1 est de´termine´e
figure 4.34.
- Les coefficients de transmission utilise´s sont obtenus par les formules de Fresnel. Cependant
l’e´paisseur de la couche de bRneutre e´tant tre`s faible, ils peuvent eˆtre affecte´s par la pre´sence du
substrat de germanium qui lui est accole´e.
En regroupant les diffe´rents parame`tres, le champ e´mis par la bacte´riorhodopsine s’e´crit, sans
tenir compte des facteurs de transmission aux interfaces :
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EbR(t) =
µoc
2nbR,IR
ηNlo∆µ | E |2 (4.67)
ηNlo est la densite´ surfacique de dipoˆles excite´s. La totalite´ des photons incidents est absorbe´e
par l’e´chantillon, donc cette valeur est e´gale au nombre de photons incidents sur l’e´chantillon.
Nous tenons compte uniquement des facteurs de transmission du faisceau visible aux interfaces
air/bRneutre et air/AgGaS2 et de la pre´sence supple´mentaire d’un e´chantillon de bR ou AgGaS2
au niveau du de´tecteur, qui va affecter la transmission du faisceau infrarouge, qui sont les
seuls a` ne pas avoir e´te´ compense´s entre les deux dispositifs expe´rimentaux correspondant aux
interfe´rogrammes bRneutre/AgGaS2 et AgGaS2/AgGaS2.
D’apre`s les e´quations 4.61 et 4.67, on voit que le rapport EbR(t)
EAgGaS2
va nous permettre de
remonter a` la valeur de ∆µ.
Ainsi nous obtenons une valeur de changement de moment dipolaire de l’e´tat excite´ ∆µ ≈ 10
Debye, en projection sur l’axe de syme´trie des membranes. En supposant que le changement de
moment dipolaire se fait suivant une direction qui fait un angle de 71◦ avec l’axe de syme´trie des
membranes [18], on obtient ∆µ ≈ 32 D. Pour comparaison, une valeur de 15 D est obtenue graˆce
a` des expe´riences de ge´ne´ration de seconde harmonique dans le cas du re´tinal en monocouche
excite´ en re´sonance [40], valeur inchange´e pour une excitation hors re´sonance [41]. Dans le cas du
re´tinal dans le complexe prote´ique excite´ hors re´sonance, une valeur de 21 D a e´te´ obtenue [41],
du meˆme ordre de grandeur que la valeur que nous obtenons. L’ensemble de ces expe´riences
sugge`re donc que le changement de moment dipolaire est environ 2 fois plus e´leve´ dans le cas
du re´tinal dans le complexe prote´ique que dans le cas du re´tinal en solution.
4.2.4 Conse´quence sur les premiers processus photoinduits dans la
bacte´riorhodopsine ?
Nous avons vu jusqu’ici qu’une polarisation non line´aire, de´coulant directement d’impor-
tants changements dipolaires, s’e´tablit dans le milieu avec un temps de monte´e infe´rieur a` 13
fs, qui est la re´solution temporelle de l’expe´rience. Nous avons pu quantifier le changement
dipolaire associe´, qui est de l’ordre de 30 D. Elle apparaˆıt donc avant l’isome´risation, ce qui
peut eˆtre conside´re´ comme un permier re´sultat. Ne´anmoins, rien ne prouve qu’elle a re´ellement
un roˆle fonctionnel dans la se´paration de charge primaire.
Pour tenter de donner des e´le´ments de re´ponse a` cette importante proble´matique, nous al-
lons analyser dans le paragraphe suivant la partie vibrationnelle avec les buts ultimes :
- De´terminer les modes contribuant a` la partie “vibrationnelle” de l’e´mission.
- De´terminer les surfaces e´lectroniques associe´es a` ces diffe´rents modes. Il est important de rap-
peler qu’avec notre dispositif expe´rimental, nous pouvons observer tous les modes “infrarouge-
actifs” cohe´rents du syste`me prote´ine/re´tinal, aussi bien les modes appartenant a` l’e´tat excite´
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qu’a` l’e´tat fondamental et l’e´tat produit. Nous devons donc essayer de discriminer ces diffe´rents
modes.
-Pour le cas des modes actifs dans l’e´tat excite´, e´tablir si ces modes sont directement active´s
par la se´paration de charges ultrarapides.
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4.3 Etude de la re´ponse vibrationnelle
Jusqu’a` pre´sent nous avons se´pare´ re´ponse vibrationnelle et re´ponse e´lectronique comme
deux phe´nome`nes physiques distincts. Avant de passer a` l’analyse proprement dite des modes
vibrationnels, nous allons brie`vement expliquer la re´ponse vibrationnelle dans le cadre des
phe´nome`nes de ge´ne´ration de rayonnement par diffe´rence de fre´quences.
4.3.1 The´orie
4.3.1.1 Oscillation de paquets d’ondes vibrationnels
Nous allons conside´rer un syste`me a` deux niveaux, l’e´tat fondamental note´ S0 et l’e´tat ex-
cite´ note´ S1. La figure 4.20 repre´sente le cas d’une seule coordonne´e nucle´aire, mais plusieurs
coordonne´es peuvent eˆtre implique´es. L’excitation par une impulsion large bande de la tran-
sition S0→S1 va peupler une superposition cohe´rente de niveaux vibrationnels de l’e´tat S1.
Son e´volution dans le temps avec la fre´quence propre du syste`me va donner lieu a` des oscil-
lations des coordonne´es nucle´aires. Dans une repre´sentation classique nous pouvons visualiser
cette dynamique comme l’e´volution d’un paquet d’ondes dans un puits harmonique initialement
hors-e´quilibre.
Il est e´galement possible d’exciter les modes vibrationnels de l’e´tat fondamental par ef-
fet Raman impulsionnel stimule´ avec deux interactions avec le faisceau pompe (figure 4.20). La
deuxie`me interaction de l’impulsion re´sonante avec la transition S0→S1 va transfe´rer le syste`me
vers une position hors-e´quilibre sur la surface S0.
  D
w
 
S1 
S0 
énergie 
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nucléaires 
Fig. 4.20 : Excitation cohe´rente impulsionnelle de niveaux vibrationnels dans les e´tats excite´ et fondamental
par effet Raman stimule´.
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Les modes de l’e´tat fondamental auront une phase diffe´rente des modes dans l’e´tat ex-
cite´ [113]. Pour une analyse comple`te des modes vibrationnels, il est donc important d’obtenir
des informations sur la phase des modes.
Dans cette vision, les mouvements de charges associe´s aux mouvements nucle´aires donnent
lieu a` une e´mission macroscopique, en cas d’alignement des e´metteurs. On de´tecte donc les
modes “Raman actifs” (couple´s a` la transition) et “infrarouge-actifs” (associe´s a` un change-
ment de dipoˆle).
4.3.1.2 Analogie avec un phe´nome`ne de diffe´rence de fre´quences
L’e´mission infrarouge qui est associe´e a` l’oscillation d’un paquet d’onde peut e´galement eˆtre
vue comme un phe´nome`ne de diffe´rence de fre´quence.
Voyons ce qui se passe dans le cas d’un milieu pour lequel deux niveaux vibrationnels |e1〉 et
|e2〉 sont excite´s simultane´ment (les conclusions restent les meˆmes pour un plus grand nombre
de niveaux excite´s).
D’apre`s 4.47, la polarisation s’e´crit cette fois :
P (2)(t) = N [ µe1e1ρ
(2)
e1e1
(t) + µe2e2ρ
(2)
e2e2
(t) ]︸ ︷︷ ︸
P
(2)
1 (t)
+N [ µe1e2ρ
(2)
e2e1
(t) ]︸ ︷︷ ︸
P
(2)
2 (t)
(4.68)
La partie P
(2)
1 (t) correspond a` la re´ponse e´lectronique du milieu de´crite dans la section 4.2.
Seul le terme P
(2)
2 (t) nous inte´resse ici, correspondant a` la cohe´rence entre les niveaux excite´s.
Il vaut d’apre`s 4.53 :
ρ(2)e2e1(t) = −
µe2gµge1
4
Ge1e2(t)⊗ [E(t) (Gge1(t)⊗ E∗(t)) + E∗(t)(Ge2g(t)⊗ E(t)) ] (4.69)
et la polarisation associe´e :
P (2)(t) = −Nµe1e2µe2gµge1
4
Ge1e2(t)⊗ [E(t) (Gge1(t)⊗ E∗(t)) + E∗(t)(Ge2g(t)⊗ E(t)) ] (4.70)
pour laquelle nous rappelons l’expression de Ge2g(t) (e´quation 4.30) :
Ge2e1(t) =
i
h¯
H(t)e
(−iωe2e1 t− tTe1e2 ) (4.71)
qui oscille a` la fre´quence infrarouge ωe2e1 et de´croˆıt avec le temps de cohe´rence Te1e2 entre ces
deux niveaux.
124
4.3 Etude de la re´ponse vibrationnelle
Comme vu e´quation 4.54, le terme [E (t)(Gge1(t)⊗E∗(t))+E∗(t)(Ge2g(t)⊗E(t))] a une dure´e tre`s
bre`ve et la polarisation va avoir une e´volution temporelle et fre´quentielle proche de la fonction
Ge2e1 . Elle va osciller a` la fre´quence infrarouge ωe2e1 et de´croˆıtre avec le temps de cohe´rence
Te1e2 .
L’excitation ultrabre`ve des niveaux excite´s va donc conduire a` une e´mission infrarouge,
phe´nome`ne caracte´ristique d’une diffe´rence de fre´quences. Cette fre´quence correspond a` la
fre´quence entre deux niveaux vibrationnels de l’e´tat excite´, et va donc nous permettre de ca-
racte´riser les modes vibrationnels mis en mouvement par l’interaction avec l’impulsion visible
dans la bacte´riorhodopsine. Une telle re´ponse vibrationnelle a e´te´ observe´e par Groot et coll.
dans des cristaux oriente´s de myoglobine, en utilisant le meˆme montage expe´rimental [58]. Dans
ce cas aucune re´ponse e´lectronique n’a e´te´ observe´e lie´e a` l’absence d’un fort χ(2) e´lectronique
de l’he`me, le chromophore dans cette prote´ine.
La figure 4.21 montre l’e´mission infrarouge calcule´e, subse´quente a` l’excitation de deux
niveaux vibrationnels, de´tecte´e par interfe´rence avec un monocycle infrarouge de re´fe´rence.
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Fig. 4.21 : Calcul de l’interfe´rogramme obtenu entre la polarisation induite dans le syste`me suite a` l’excitation
de deux e´tats excite´s (espace´s de 1167 cm−1, en phase avec l’impulsion excitatrice, temps de vie 300 fs) et un
monocycle infrarouge ge´ne´re´ instantane´ment par une impulsion visible de dure´e 11 fs en utilisant nos parame`tres
expe´rimentaux. Les oscillations a` temps ne´gatif sont encore provoque´es par la coupure du de´tecteur.
4.3.2 Analyse des donne´es expe´rimentales
Nous allons utiliser plusieurs me´thodes pour analyser la contribution de la cohe´rence vibra-
tionnelle au χ(2) dans les donne´es expe´rimentales obtenues :
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- Transforme´e de Fourier de l’ensemble de la re´ponse vibrationnelle.
- Analyse par transforme´e de Fourier a` feneˆtre glissante.
- Analyse cine´tique comple`te en mode´lisant la re´ponse e´lectronique dans le cas d’un mode`le a`
deux niveaux, et les modes vibrationnels par des exponentielles.
La complexite´ du signal est telle que seul l’ensemble de ces me´thodes peut donner une vision
comple`te.
4.3.2.1 Spectre de la partie vibrationnelle
Le signal interfe´rome´trique entre l’e´mission infrarouge de bRneutre et celle du GaAs est en-
registre´e en faisant varier le de´lai entre les deux impulsions visibles excitatrices jusqu’a` 5 ps
(figure 4.22).
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Fig. 4.22 : A. Interfe´rogramme entre les signaux infrarouge e´mis par la bacte´riorhodopsine et le signal de
re´fe´rence e´mis par le GaAs en fonction du de´lai entre les deux impulsions (voir paragraphe 2.4.2). Les signaux
laissent apparaˆıtre deux parties : un important signal a` t=0 (re´ponse e´lectronique) et un signal a` temps positif
contenant des informations sur les modes vibrationnels du syste`me prote´ine/re´tinal (re´ponse vibrationnelle).
La fle`che indique la zone sur laquelle est effectue´e une transforme´e de Fourier figure 4.23. La figure B est un
e´largissement en amplitude du signal, et la figure C un zoom temporel.
Par transforme´e de Fourier apre`s t = 300 fs (on s’affranchit donc de la partie e´lectronique),
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on obtient un spectre tre`s riche en pics significatifs et reproductibles dans la zone spectrale
investigue´e :
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Fig. 4.23 : Transforme´e de Fourier de la partie vibrationnelle, non corrige´e par la re´ponse du de´tecteur (trait
continu surimpose´ au spectre). La re´solution est de 6,5 cm−1.
La “bande” a` 630 cm−1 est due a` la coupure du de´tecteur.
Ce spectre laisse apparaˆıtre les fre´quences caracte´ristiques associe´es aux modes de vibra-
tion du re´tinal, mais certains modes peuvent a` priori eˆtre associe´es a` toute autre vibration
cohe´rente du syste`me prote´ine/re´tinal. Rappelons les modes caracte´ristiques du re´tinal (figure
4.24) [114,115,116].
 Fig. 4.24 : Repre´sentation des modes vibrationnels associe´s au re´tinal. Seule la partie autour de la double
liaison C13=C14 est repre´sente´e.
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Les modes caracte´ristiques de vibration du re´tinal sont :
• Les vibrations hors du plan :
- Les modes de balancement des atomes d’hydroge`ne hors du plan (modes HOOP : hy-
droge`ne hors du plan ou “hydrogen out of plane”) sont observe´s entre 750 et 1050 cm−1
- Les modes de torsion autour de la double liaison C=C (isome´risation) ne peuvent pas
eˆtre directement observe´s avec notre me´thode d’analyse (fre´quence autour de 250 cm−1 [25]).
En revanche, comme vu dans le chapitre 1, ils sont probablement couple´s au modes HOOP et
d’e´longation de la chaˆıne carbone´e.
Ces modes ne sont pas observe´s dans les expe´riences Raman re´sonantes de l’e´tat fondamental
tout-trans car la transition e´lectronique est dans le plan dans le cas du re´tinal tout-trans [113].
Par contre ils sont observe´s dans les spectres de l’e´tat produit [103] ou` le re´tinal n’est pas plan,
comme dans l’e´tat fondamental du re´tinal de la rhodopsine qui est 11-cis [117].
• Les vibrations dans le plan :
- Les modes (1) d’e´longation de la chaˆıne carbone´e, avec des fre´quences caracte´ristiques
entre 1500 et 1650 cm−1 (C=C et C=N) et entre 1100 et 1400 cm−1 (C-C et C-C-H).
- Les modes (4) de balancement des atomes d’hydroge`ne dans le plan, couple´s avec les modes
d’e´longation C-C, sont observables dans la zone 1150-1250 cm−1.
Ces modes-ci sont en revanche observe´s dans le spectre Raman re´sonant de l’e´tat fonda-
mental. Par comparaison avec les spectres vibrationnels Raman, ces modes peuvent appartenir
a` l’e´tat fondamental ou a` l’e´tat excite´ de bR [118] mais en principe e´galement a` des modes
vibrationnels des photoproduits J/K [115]. Dans l’analyse par transforme´e de Fourier de nos
donne´es, beaucoup de ces modes sont tre`s proches. Ceci peut eˆtre duˆ a` l’activation simultane´e de
plusieurs mouvements harmoniques avec des fre´quences tre`s proches (peut-eˆtre meˆmes modes
dans l’e´tat excite´ et dans l’e´tat fondamental) ou a` des variations fre´quentielles dans le temps
des diffe´rents modes vibrationnels, par exemples dues a` une surface anharmonique ou a` des
transitions d’e´tats e´lectroniques. Pour tester ces possibilite´s, nous avons dans la partie suivante
applique´ une analyse par transforme´e de Fourier a` feneˆtre glissante ou “spectrogramme”.
4.3.2.2 Analyse par transforme´e de Fourier a` feneˆtre glissante (spectrogramme)
4.3.2.2.a. Principe
L’analyse par transforme´e de Fourier est effectue´e avec une feneˆtre de Hanning F(t)=1
2
+1
2
cos( pi.t
2∆t
)
ou` la largeur a` mi-hauteur ∆t est ajuste´e en fonction des re´solutions temporelles et spectrales
souhaite´es. Une feneˆtre de Hanning est choisie pour limiter les artefacts de coupure aux bords
de la feneˆtre. Des de´tails sur la me´thode d’analyse sont donne´s dans l’annexe A.
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Fig. 4.25 : Spectrogramme de l’e´chantillon de bRneutre de -1300 a` 4300 fs. La feneˆtre utilise´e est une feneˆtre
de Hanning de largeur a` mi-hauteur ∆t = 350 fs, soit une re´solution spectrale autour de 110 cm−1. L’amplitude
croˆıt du bleu au rouge (e´chelle logarithmique, fausses couleurs).
Les modes vibrationnels caracte´ristiques apparaissent. La partie e´lectronique (redressement
optique autour de t=0) de large bande spectrale domine le signal dans les premie`res centaines
de femtosecondes.
L’analyse par transforme´e de Fourier a` feneˆtre glissante donne une vision avec moins de
modes propres que la transforme´e de Fourier “totale” (figure 4.23), mais des modes dont la
fre´quence change dans le temps, en particulier avec des mouvements entre 800 et 1100 cm−1
(re´gion des modes HOOP) et entre 1100 et 1400 cm−1 (re´gion des modes C-C et C-H). Ces
re´sultats correspondent bien d’une manie`re ge´ne´rale aux re´sultats d’expe´riences d’absorption
transitoire [114] ou` des changements de fre´quence ont aussi e´te´ observe´s et de calculs ab-
initio [47] qui indiquent une surface de l’e´tat excite´ anharmonique, bien que l’on ne puisse pas
comparer quantitativement les re´sultats (la se´lection spectrale et la dure´e temporelle analyse´es
sont diffe´rentes). Bien que l’amplitude diminue fortement apre`s environ 500 fs, ces oscillations
paraissent continuer apre`s l’isome´risation du re´tinal.
Comme vu dans la figure 1.13, dans une analyse the´orique, la relaxation vers l’isome´risation
est domine´e par les modes d’e´longation de la chaˆıne carbonique, les modes de torsion C=C
et les modes HOOP dans le cas du re´tinal dans la matrice prote´ique. Dans notre cas, nous
voyons principalement les modes HOOP avec une intensite´ tre`s importante, car ils sont situe´s
dans la zone de sensibilite´ maximale de de´tection (figure 4.23). A cela s’ajoute le fait que nous
regardons la projection de la polarisation sur l’axe de syme´trie des films. En tenant compte
de l’orientation des dipoˆles dans les e´chantillons (qui font un angle ζ ≈ 71◦ par rapport a` la
normale aux films, [18] et voir figure 4.6), les amplitudes des modes d’e´longation vont eˆtre
entache´es d’un facteur de projection proportionnel a` cos ζ ≈ 0.3, tandis que les amplitudes
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des modes HOOP, qui sont approximativement perpendiculaires a` la chaˆıne carbonique et dans
un plan incline´ d’un angle γ variant entre 30 ◦ et 40 ◦ [18], seront entache´es d’un facteur de
projection supe´rieur car proportionnel a` sin ζ cos γ ≈ 0.8.
Ne´anmoins nous rappelons que les modes HOOP ne sont pas “Raman-actifs” dans l’e´tat
fondamental tout-trans, ce qui sugge`re qu’ils ne sont pas associe´s avec des mouvements de cet
e´tat fondamental, ni par couplage e´lectron-photon direct de l’e´tat excite´.
4.3.2.2.b. Comparaison de la dure´e des feneˆtres d’analyse
Le choix de la feneˆtre d’analyse provient d’un compromis a` adopter entre re´solutions spec-
trale et temporelle. Ame´liorer la re´solution temporelle revient a` diminuer la re´solution spectrale
d’autant et re´ciproquement. Deux exemples l’illustrent figure 4.26.
Avec une feneˆtre temporelle de 100 fs, la re´solution spectrale correspondante vaut environ
400 cm−1 et environ 110 cm−1 avec une feneˆtre temporelle de 350 fs.
Fig. 4.26 : Spectrogramme de l’e´chantillon de bRneutre de 0 a` 4500 fs. Les feneˆtres utilise´es sont des feneˆtres
de Hanning de largeur a` mi-hauteur ∆t = 100 fs (gauche) et ∆t = 350 fs (droite). L’amplitude donne´e en e´chelle
logarithmique croˆıt du bleu au rouge.
L’analyse par spectrogramme ne donne pas directement acce`s a` la phase des modes excite´s,
il est donc impossible de discriminer directement entre modes appartenant a` l’e´tat excite´ et
modes dans l’e´tat fondamental. Nous devons passer par l’utilisation d’un autre e´chantillon :
l’e´chantillon sec de bacte´riorhodopsine acide bleu (bRbleu), dont les cine´tiques sont pre´sente´es
chapitre 3. Nous utilisons la proprie´te´ particulie`re de cet e´chantillon qui est d’avoir une dure´e
de vie de l’e´tat excite´ plus longue (partie 3.3.5.2) : elle est prolonge´e jusqu’a` 1,5-2 ps (elle est
de 400-500 fs dans l’e´chantillon bRneutre).
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4.3.2.2.c. Discrimination entre modes de l’e´tat fondamental et modes des e´tats
excite´ et produit par l’e´tude de l’e´chantillon de bRbleu
 Fig. 4.27 : A. Interfe´rogramme entre les signaux infrarouge e´mis par bRbleu et le signal de re´fe´rence e´mis
par le GaAs, en fonction du de´lai entre les deux impulsions visibles excitatrices. B. Zoom temporel de la partie
vibrationnelle.
Le signal interfe´rome´trique entre bRbleu et GaAs est montre´ figure 4.27. La partie vibra-
tionnelle est complexe et les noeuds et ventres observe´s traduisent la pre´sence d’interfe´rences
entre les diffe´rents modes vibrationnels [119].
L’analyse temporelle des modes par transforme´e de Fourier a` feneˆtre glissante est repre´sente´e
figure 4.28 pour bRbleu.
Fig. 4.28 : Spectrogramme de l’e´chantillon de bRbleu, donne´es normalise´es. La feneˆtre utilise´e est une feneˆtre
de Hanning de largeur a` mi-hauteur ∆t = 100 fs. L’amplitude croˆıt du bleu au rouge (e´chelle logarithmique).
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Nous utilisons la meˆme feneˆtre d’analyse pour bRneutre (figure 4.29) afin de pouvoir les compa-
rer ; les donne´es sont normalise´es.
Fig. 4.29 : Spectrogramme de l’e´chantillon de bRneutre, donne´es normalise´es, avec une feneˆtre de Hanning de
largeur a` mi-hauteur ∆t = 100 fs e´galement. L’amplitude croˆıt du bleu au rouge (e´chelle logarithmique).
Les modes entre 750 et 1050 cm−1 (modes HOOP) sont prolonge´s dans le cas de l’e´chantillon
bRbleu. Nous concluons qu’ils appartiennent essentiellement a` l’e´tat excite´. Des modes entre
1300 et 1400 cm−1 apparaissent dans le spectrogramme de bRbleu, ils n’e´taient pas pre´sents
pour bRneutre. Nous rappelons que bRbleu est compose´ dans son e´tat fondamental d’un me´lange
6 :4 de re´tinals tout-trans et 13-cis (chapitre 3), ainsi le spectrogramme peut eˆtre complexifie´ du
fait de la pre´sence de la relaxation de la forme 13-cis du re´tinal dont certains modes pourraient
se trouver dans la zone 1300 - 1400 cm−1.
Pour ve´rifier cette hypothe`se, nous e´tudions l’e´chantillon bRneutre immobile figure 4.30. Des
modes dans la zone 1300 - 1400 cm−1 apparaissent e´galement. Comme sous ces conditions, une
fraction de l’e´chantillon est sous forme 13-cis (chapitre 3), les modes centre´s en 1300-1400 cm−1
sont en grande partie attribuables au re´tinal 13-cis [117]. Ces analyses montrent aussi que dans
le cas de l’e´chantillon entraˆıne´ en rotation, les contributions de la forme 13-cis sont ne´gligeables.
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Fig. 4.30 : Spectrogramme de l’e´chantillon de bRneutre immobile, donne´es normalise´es. La feneˆtre utilise´e
est une feneˆtre de Hanning de largeur a` mi-hauteur ∆t = 100 fs. L’amplitude croˆıt du bleu au rouge (e´chelle
logarithmique).
Cette me´thode d’analyse nous a permis de discriminer entre modes dans l’e´tat fondamental
et modes des e´tats excite´ ou produit. Par contre autour de t=0, le signal e´lectronique domine le
signal, et nous ne pouvons donc pas savoir si ces modes sont directement couple´s a` la polarisation
initiale. Une autre me´thode d’analyse, de´veloppe´e par G. Groma (Institut de Biophysique,
Szeged, Hongrie), permet de se´parer re´ponses vibrationnelle et e´lectronique a` temps court et
de re´soudre fre´quentiellement et temporellement la partie vibrationnelle.
4.3.2.3 Mode`le d’analyse cine´tique
Ce programme de´compose le signal en re´ponse e´lectronique et vibrationnelle [120] et la si-
mulation des donne´es s’effectue en quatre points :
I. Calcul de la fonction de transfert du syste`me de de´tection. Le signal infrarouge e´mis
par l’AgGaS2 est simule´ par un monocycle infrarouge (paragraphe 2.3.2.2), fonction de la dure´e
de l’impulsion visible excitatrice. La transforme´e de Fourier du signal d’intercorre´lation de
re´fe´rence GaAs/AgGaS2 (Fexp) est divise´e par celle de l’autocorre´lation de deux monocycles
infrarouges (Fth). La fonction de transfert (T) ainsi obtenue tient compte de la re´ponse du
de´tecteur MCT, mais e´galement de la re´ponse du GaAs qui n’est pas strictement la de´rive´e
premie`re de l’enveloppe de l’impulsion visible puisque le GaAs n’est pas instantane´ (paragraphe
2.5.1).
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Fig. 4.31 : De´termination de la fonction de transfert T (ω) du syste`me de de´tection, qui tient compte de la
re´ponse du syste`me de de´tection et de la non instantane´ite´ de la re´ponse du GaAs.
II. Mode´lisation de la re´ponse e´lectronique. La polarisation non line´aire du second ordre
P
(2)
bR,th est calcule´e en utilisant un mode`le a` deux niveaux comme en 4.2.2.2. Le mode`le de´veloppe´
permet de donner l’expression de la susceptibilite´ non line´aire dans le cas re´sonant en se plac¸ant
dans l’espace de Liouville [110]. Le champ infrarouge EbRIR e´mis suite a` l’e´tablissement de cette
polarisation peut eˆtre calcule´ comme la de´rive´e premie`re (mode`le du plan source, paragraphe
2.3.2) ou seconde (mode`le du point source, paragraphe 2.3.2 e´galement) de cette polarisation
non line´aire (figure 4.32).
 Fig. 4.32 : Mode´lisation de la re´ponse e´lectronique de la bacte´riorhodopsine, comme une de´rive´e premie`re ou
seconde de la polarisation du deuxie`me ordre cre´e´e dans l’e´chantillon.
Ce champ infrarouge interfe`re avec le champ infrarouge e´mis par le GaAs, qui est simule´
comme la de´rive´e premie`re de l’enveloppe de l’impulsion visible filtre´e par la fonction de trans-
fert T.
III. Mode´lisation de la re´ponse vibrationnelle. Les vibrations sont mode´lise´es par des ex-
ponentielles Ae−i(ωt+φ) ou` A est l’amplitude, ω la fre´quence, φ la phase, τ le temps de vie du
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mode de vibration au moment de l’excitation. Cette me´thode ne tient pas compte des variations
de fre´quences au cours du temps, assomption justifiable pour des temps d’analyse courts. On
suppose e´galement que les modes commencent tous a` t=0 : les informations concernant le cou-
plage des modes a` l’excitation lumineuse sont donc contenues dans leur phase. Cette re´ponse
est e´galement convolue´e a` la fonction de transfert du syste`me de de´tection.
IV. L’optimisation se fait par la me´thode des moindres carre´s Levenberg-Marquardt [121].
La dure´e de l’impulsion incidente sur l’e´chantillon de bacte´riorhodopsine vaut 13 fs, celle inci-
dente sur l’AgGaS2 vaut 11 fs.
4.3.2.4 Re´sultats des ajustements
4.3.2.4.a. Mode`le de la re´ponse e´lectronique de la bacte´riorhodopsine
Dans cette partie nous allons de´velopper des arguments base´s sur l’analyse des donne´es
expe´rimentales concernant le choix de la mode´lisation a` utiliser pour repre´senter la re´ponse
e´lectronique des e´chantillons de bacte´riorhodopsine. En principe elle peut eˆtre mode´lise´e comme
la de´rive´e premie`re (mode`le du plan source) ou seconde (mode`le du point source) de la polari-
sation (chapitre 2).
Nous e´tudions dans un premier temps les e´chantillons de bRneutre, en supposant une re´ponse
e´lectronique e´gale a` la de´rive´e premie`re de la polarisation cre´e´e dans le milieu. Les re´sultats des
ajustements sont donne´s dans le tableau 4.1 et l’ajustement obtenu est repre´sente´ sur la figure
4.33.
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Fig. 4.33 : Interfe´rogramme entre signal e´mis par l’e´chantillon sec de bRneutre et signal e´mis par le GaAs. En
noir signal expe´rimental et en rouge signal calcule´.
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Tab. 4.1 – Parame`tres d’ajustement du signal interfe´rome´trique entre e´mission infrarouge de
bRneutre et de GaAs. Les amplitudes des modes vibrationnels et de la re´ponse e´lectronique sont
normalise´es par leur contribution relative a` l’amplitude maximale du signal interfe´rome´trique.
Les parame`tres utilise´s pour le calcul de la polarisation dans bRneutre sont T1=460 fs et T2=920
(aucun de´phasage pur), ou` T1 et T2 sont de´finis paragraphe 4.2.2.1. La dure´e de l’impulsion
incidente sur bRneutre vaut 13 fs, celle de l’impulsion incidente sur AgGaS2 vaut 11 fs, mesure´es
par autocorre´lation dans un cristal d’AgGaS2 comme explique´ partie 2.5.2.2.
re´ponse e´lectronique : amplitude 105
modes vibrationnels : frequence, cm−1 A, u.a. τ , fs phase, ◦
778 2 580 48
850 5 489 68
887 9 198 75
982 12 211 -110
1128 5 119 -144
1230 2 298 -133
1613 6 84 76
La dure´e de vie de l’e´tat excite´ T1 est choisie pour minimiser l’erreur d’ajustement (somme
des carre´s des re´siduels entre donne´es d’ajustement et donne´es expe´rimentales), comme trace´
figure 4.34. L’effet de T2 est ne´gligeable. Les re´sultats trouve´s dans la partie 3.3 du chapitre 3
sont en accord avec la valeur de T1 trouve´e ici.
1,11
1,12
1,13
1,14
1,15
200 300 400 500 600
T1, fs
E
rr
eu
r 
d
'a
ju
st
em
en
t,
 u
.a
.
Fig. 4.34 : De´pendance de l’erreur d’ajustement (somme des carre´s re´siduels) en fonction de la valeur donne´e
a` T1 dans le cas de l’e´tude de bRneutre.
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Si nous ajustons les donne´es en n’incluant pas la re´ponse e´lectronique, un mode vibrationnel
ultrarapide se rajoute aux donne´es (tableau 4.2) autour de la fre´quence nulle : nous confirmons
qu’une polarisation ultrarapide s’e´tablit bien dans le milieu suite a` une excitation lumineuse.
Tab. 4.2 – Mode “vibrationnel” ultrarapide apparaissant en plus des modes du tableau 4.1
dans le cas ou` on n’inclut aucune re´ponse e´lectronique dans les parame`tres d’ajustement. La
qualite´ du fit est moins bonne (χ2 environ 10 fois supe´rieur).
frequence, cm−1 A, u.a. τ , fs phase, ◦
0 95 1 2
Nous avons essaye´ d’utiliser le mode`le de la de´rive´e seconde de la polarisation pour mode´liser
la re´ponse e´lectronique de la bacte´riorhodopsine (tableau 4.3). Lorsqu’on utilise le point source
comme mode`le pour la bacte´riorhodopsine, c’est a` dire la de´rive´e seconde de la polarisation, les
temps de de´croissance de certains modes deviennent ultrarapides, infe´rieurs a` 10 fs, ce qui est
incompatible avec une re´ponse vibrationnelle. La qualite´ de l’ajustement est conside´rablement
moins bonne (χ2 environ 110 fois augmente´) que dans le cas du tableau 4.1.
Tab. 4.3 – Parame`tres d’ajustement du signal interfe´rome´trique entre e´mission infrarouge de
bRneutre et de GaAs, pour une re´ponse e´lectronique repre´sente´e par la de´rive´e seconde de la
polarisation e´mise. Les valeurs d’ajustement donne´es sont d’abord celles trouve´es tableau 4.1,
puis elles sont optimise´es. Les valeurs d’amplitude donne´es respectent les conventions du tableau
4.1.
re´ponse e´lectronique : amplitude 106
modes vibrationnels : frequence, cm−1 A, u.a. τ , fs phase, ◦
778 31 464 106
846 8 531 78
885 5 41 96
992 13 73 -114
1147 3 1 5
1256 38 8 -8
1528 8 5 1
D’un point de vue expe´rimental, le mode`le a` utiliser pour la bacte´riorhodopsine est donc
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celui du plan source, pour lequel le champ e´mis est la de´rive´e premie`re de la polarisation.
Ce mode`le s’ave`re plus raisonnable the´oriquement aussi, car la surface de la tache focale est
supe´rieure a` la longueur d’onde d’e´mission (voir paragraphe 2.3.2).
4.3.2.4.b. Comparaison des e´chantillons neutre et acide bleu
Deux groupes de modes ressortent du tableau 4.1, ceux associe´s a` une phase autour de
70◦ [180◦], et ceux ayant une phase proche de -140◦ [180◦]. Le terme de 180◦ s’explique par
le sens du dipoˆle relativement a` la polarisation du champ e´lectrique incident. Chacun de ces
modes appartient a` l’e´tat excite´, a` l’e´tat produit ou a` l’e´tat fondamental. En particulier, ces
re´sultats indiquent que les modes ne sont pas directement active´s a` t=0, sinon le de´phasage de-
vrait eˆtre de 0◦ [180◦]. Comme vu dans la figure 1.13 du chapitre 1, on pense que la relaxation
initiale se fait suivant les modes d’e´longation de la chaˆıne carbonique les premie`res dizaines
de femtosecondes, et seulement ensuite commence la relaxation suivant les autres coordonne´es
vibrationnelles, ce qui est donc en accord avec le de´phasage observe´ dans nos ajustement. En re-
vanche, nous ne voyons aucun mode avec un temps de de´phasage de l’ordre de quelques dizaines
de femtosecondes comme attendu par des e´tudes the´oriques [45]. Plusieurs raisons peuvent eˆtre
e´voque´es :
- La sensibilite´ de de´tection est tre`s faible dans cette zone spectrale.
- Comme rappele´ dans l’analyse par transforme´e de Fourier a` feneˆtre glissante, nous regar-
dons la projection de la polarisation sur l’axe de syme´trie des films. Les amplitudes des modes
d’e´longation de la chaˆıne carbone´e sont donc expe´rimentalement moins intenses du fait d’un
facteur de projection faible.
- Ces modes surdampe´s peuvent eˆtre au moins partiellement cache´s dans la partie e´lectronique
et dans les contributions des autres modes.
Afin d’obtenir des indications sur la surface e´nerge´tique a` laquelle les modes vibrationnels
appartiennent, nous avons ajuste´ les donne´es obtenues dans le cas de bRbleu.
Certains modes (850, 887, 982, et 1230 cm−1 dans bRneutre) paraissent significativement pro-
longe´s dans le cas de bRbleu. Il est donc raisonnable de les attribuer a` l’e´tat excite´.
• Le de´phasage (environ 600 fs) du mode a` 778 cm−1 n’est pas significativement prolonge´ dans
le cas de bRbleu : ce mode pourrait donc eˆtre attribue´ a` l’e´tat fondamental. Ne´anmoins, comme
dans l’e´tat fondamental il n’y a pas de modes “Raman-actifs” dans cette zone spectrale [115],
nous ne pouvons pas exclure qu’il s’agisse d’un mode de l’e´tat excite´ et que le de´phasage soit
de´termine´ par d’autres parame`tres que la dure´e de vie de l’e´tat excite´ de bRneutre.
• Le mode a` 1128 cm−1 de´phase en environ 120 fs dans les deux types de bR, valeur dans les
deux cas plus courte que T1 : il pourrait s’agir de modes dans l’e´tat fondamental comme de
modes dans l’e´tat excite´.
• Nous n’avons pas trouve´ l’e´quivalent du mode a` 1613 cm−1 dans bRbleu.
En conclusion, la plupart des modes, en particulier ceux dans la re´gion basses fre´quences HOOP,
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peuvent eˆtre attribuables a` des mouvements dans l’e´tat excite´ ; certains modes pourraient pro-
venir de l’e´tat fondamental. Aucune phase n’est proche de 0◦ [180◦], ce qui semble indiquer,
pour les modes que nous attribuons a` l’e´tat excite´, qu’ils ne sont pas directement couple´s a` la
relaxation hors de la zone de Franck Condon.
Tab. 4.4 – Parame`tres d’ajustement obtenus dans le cas de l’e´tude des signaux e´mis par des
e´chantillons secs de bRneutre et bRbleu, jusqu’a` 1,2 ps. Les conditions initiales d’ajustement sont
celles obtenues pour bRneutre. Nous ve´rifions que l’erreur relative d’ajustement est bien minimale
dans ce cas, en partant de conditions initiales comple`tement diffe´rentes. Les parame`tres utilise´s
pour le calcul de la polarisation cre´e´e dans bRbleu sont T1 = 930 fs et T2 = 1860 fs.
re´ponse e´lectronique : amplitude 105
modes vibrationnels : frequence, cm−1 A, u.a. τ , fs phase, ◦
778 2 580 48
850 5 489 68
887 9 198 75
e´chantillon 982 12 211 -110
1128 5 119 -144
bRneutre 1230 2 298 -133
1613 6 84 76
re´ponse e´lectronique : amplitude 113
modes vibrationnels : frequence, cm−1 A,u.a. τ , fs phase, ◦
772 2 607 41
841 4 664 72
878 3 572 73
e´chantillon 931 8 145 -108
966 3 823 -113
bRbleu 1106 3 134 -145
1253 3 740 72
1313 3 935 71
La valeur de T1 donne´e pour le calcul de la polarisation est de´termine´ figure 4.35 comme
dans le cas de l’e´chantillon de bRneutre en optimisant l’erreur relative d’ajustement en fonction
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de T1, pour des valeurs comprises entre 400 fs et 2400 fs. On trouve T1 = 1860 fs, en tre`s bon
accord avec la valeur obtenue par spectroscopie pompe sonde visible chapitre 3.
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Fig. 4.35 : De´pendance de l’erreur d’ajustement (somme des carre´s re´siduels) en fonction de la valeur donne´e
a` T1 dans le cas de l’e´tude bRneutre.
Cette me´thode permet de se´parer re´ponse e´lectronique et re´ponse vibrationnelle, mais meˆme
en optimisant avec sept modes de vibration, le signal re´siduel entre donne´es expe´rimentales
et donne´es calcule´es est encore supe´rieur au niveau de bruit a` temps ne´gatif (figure 4.36).
Ne´anmoins l’ajout de modes vibrationnels n’ame´liore pas conside´rablement l’ajustement. Nous
pensons que la limite atteinte par cette me´thode provient du fait que dans ce programme les
fre´quences ne peuvent pas varier.
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Fig. 4.36 : Signal re´siduel obtenu par diffe´rence entre signal mode´lise´ et signal expe´rimental dans le cas de
bRneutre.
Cependant l’analyse par transforme´e de Fourier a` feneˆtre glissante (spectrogramme) a
montre´ un de´placement des fre´quences dans le temps (paragraphe 4.3.2.2). Il est donc indispen-
sable d’utiliser les deux me´thodes pour une analyse comple`te des signaux interfe´rome´triques.
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Il est utile de comparer notre analyse dans le domaine de fre´quences avec les re´sultats ob-
tenus par d’autres techniques vibrationnelles re´solues dans le temps.
Des modulations du spectre d’absorption transitoire ont e´te´ observe´es dans plusieurs e´tudes
[114,122]. Les e´tudes de Dexheimer et coll. [122] ne montraient pas de cohe´rences en dessous de
1000 cm−1 et ces modes ont e´te´ interpre´te´s comme des signaux de l’e´tat fondamental, peuple´ par
Raman stimule´ [113]. Par contre la provenance des signaux obtenus par Kobayashi et coll. [114],
qui utilisaient un faisceau pompe tre`s court (<5 fs), a e´te´ attribue´e a` l’e´tat excite´, comme dans
notre cas. Ils ont analyse´ leurs signaux par transforme´e de Fourier a` feneˆtre glissante. Dans le
domaine des fre´quences plus e´leve´es (> 1000 cm−1) des fre´quences similaires a` celles de nos
expe´riences ont e´te´ trouve´es, ainsi que des variations de fre´quences avec une pe´riode d’envi-
ron 200 fs (pe´riode observe´e de fac¸on plus ’isole´e’ dans des e´tudes de re´solution temporelle
infe´rieure) [49, 123] que nous observons e´galement (figure 4.29). L’e´volution des modes autour
de 1100 cm−1 est similaire dans les deux expe´riences, mais le mode HOOP autour de 900 cm−1
est beaucoup plus fort dans nos expe´riences, et contrairement a` [114], il persiste au-dela` de
500 fs. Cette diffe´rence est probablement due aux se´lections spectrales dans les expe´riences
d’absorption ou` la visualisation des mouvements de´pend du couplage avec la (les) transition(s)
sonde´(es), qui est complexe dans le cas de la bacte´riorhodopsine. Nous rappelons que dans
nos expe´riences un tel filtrage n’a pas lieu : apre`s absorption d’un photon, toute oscillation de
charges ayant une composante perpendiculaire a` la membrane est observe´e.
Ne´anmoins, notre observation que les modes HOOP sont active´s dans l’e´tat excite´ apre`s
une relaxation initiale de quelques dizaines de femtosecondes est en accord avec les travaux
de Kobayashi et coll [114]. Les modes de balancement hors du plan des atomes d’hydroge`nes
(HOOP) ne sont pas directement couple´s a` la transition e´lectronique S0→S1 [45], et donc non
visibles dans le spectre de re´sonance Raman de l’e´tat fondamental tout-trans ; il le sont dans
les e´tats produits J et K, ou` la conformation du re´tinal n’est plus plane [103,124,125]. Contrai-
rement a` nos re´sultats, les modes HOOP n’apparaissent pas ou peu dans les spectres Raman
attribue´s a` l’e´tat excite´ [124, 126]. Cette diffe´rences est encore attribuable a` la se´lection des
modes par la transition de re´sonance, qui est S0→S1 au moins dans le cas de [124].
Notre me´thode de de´tection, dans laquelle aucun filtrage spectral n’intervient, accentue
l’activation des modes HOOP autour de 900 cm−1 dans l’e´tat excite´. La diminution forte de
l’amplitude de ces modes apre`s environ 400-500 fs (figure 4.29) dans bRneutre contraste avec
la prolongation d’une amplitude e´leve´e dans le cas de bRbleu (figure 4.28). Ceci montre que
l’isome´risation trans→cis perturbe le cours de ses mouvements, ce qui sugge`re un couplage
avec la coordonne´e d’isome´risation. Ne´anmoins, une cohe´rence de´tectable persiste apre`s t=500
fs, qui n’est pas attribuable a` l’e´tat fondamental. Nous concluons qu’une partie de la cohe´rence
initie´e par l’activation (indirecte) de ces modes dans l’e´tat excite´ est transmise a` l’e´tat pro-
duit. Ceci sugge`re que l’isome´risation est un processus non stochastique, sinon quasi-balistique.
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Cette suggestion est en accord avec une analyse re´cente des mesures d’absorption transitoire
dans l’ultraviolet [54].
Dans l’ensemble, notre analyse indique une transduction de la polarisation ultrarapide (<
13 fs) initiale a` l’activation des modes HOOP, par couplage anharmonique, en moins d’une
pe´riode d’oscillation, avec les modes d’e´longation, suivi par l’isome´risation tout-trans → 13-
cis du re´tinal, encore par couplage anharmonique avec des modes incluant les modes HOOP,
en plusieurs centaines de femtosecondes. En grandes lignes ce re´sultat est en accord avec des
mode`les the´oriques de´veloppe´es les dernie`res anne´es (chapitre 1, [25,31,47], bien que dans [31]
l’isome´risation est mode´lise´e seulement dans la transition J→K). Ne´anmoins l’implication des
modes HOOP < 1000 cm−1 ne ressort pas en premie`re ligne de ces mode`les, possiblement parce
qu’ils ne prennent pas en compte l’influence de l’environnement prote´ique du re´tinal.
En conclusion, nous avons de´tecte´ et quantifie´ la polarisation ’subite’ du re´tinal dans la
direction transmembranaire et analyse´ les mouvements cohe´rents de charges engendre´s en re-
lation avec la re´action d’isome´risation du re´tinal. La pre´sente me´thode permet de visualiser la
projection des mouvements dans l’axe de la membrane par l’utilisation de membranes oriente´es.
En principe, les mouvements peuvent eˆtre re´solus en trois dimensions en utilisant des cristaux de
bacte´riorhodopsine. Ne´anmoins, dans les cristaux de´crits actuellement [15, 127], l’arrangement
des prote´ines dans la maille cristalline est en trime`re, en pratique proche de la configuration
dans la membrane.
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Conclusion et perspectives...
Ce travail de the`se se place dans le cadre ge´ne´ral de l’e´tude de la dynamique primaire des
prote´ines et du roˆle fonctionnel de celle-ci. Nous avons e´tudie´ la bacte´riorhodopsine, prote´ine
membranaire bacte´rienne, utilisant la lumie`re comme source d’e´nergie pour e´tablir un gradient
de protons autour de la membrane. Elle contient un photore´cepteur, le re´tinal, identique a` celui
pre´sent dans les prote´ines photore´ceptrices des verte´bre´s. De par entre autres sa re´sistance aux
conditions extreˆmes, elle est une prote´ine mode`le pour l’e´tude des prote´ines a` re´tinal.
L’isome´risation du re´tinal est conside´re´e comme l’e´ve´nement pre´curseur d’une cascade de
transfert de charges capable d’e´tablir un gradient e´lectrochimique. Cependant ce me´canisme
de transduction efficace du signal e´lectronique et ultrarapide (absorption d’un photon) vers un
signal structural (changement de conformation) est actuellement tre`s controverse´. Nous avons
alors de´veloppe´ une me´thode d’analyse permettant d’e´tudier le roˆle des proprie´te´s e´lectroniques
non-line´aires du deuxie`me ordre du re´tinal.
La technique utilise´e est une spectroscopie femtoseconde non line´aire dans le domaine
moyen infrarouge, de´veloppe´e dans le laboratoire pour l’e´tude de semiconducteurs et de cris-
taux de prote´ines. Le dispositif expe´rimental a e´te´ adapte´ pour l’e´tude d’e´chantillons anhydres
oriente´s de bacte´riorhodopsine. L’ensemble des mouvements de charge induits par une excitation
ultra-bre`ve (autour de 13 fs) de ce type d’e´chantillon donne lieu a` une e´mission directionnelle
infrarouge par le phe´nome`ne de redressement optique. Nous la de´tectons entre 4 et 14 µm
par interfe´rome´trie avec un champ large bande de re´fe´rence. Cette e´mission permet a` la fois
de caracte´riser la polarisation ultrarapide qui prend naissance dans les e´chantillons avec une
re´solution de 13 fs (partie e´lectronique du signal), mais e´galement d’obtenir des informations
sur les modifications structurales du syste`me re´tinal/prote´ine (partie vibrationnelle) en don-
nant plus d’informations que les spectroscopies vibrationnelles transitoires plus conventionnelles
puisque toute e´mission cohe´rente “infrarouge active” peut eˆtre de´tecte´e.
Le travail effectue´ durant la the`se peut se de´crire en plusieurs parties :
• Pre´paration des e´chantillons oriente´s anhydres de bacte´riorhodopsine incluant la culture des
bacte´ries, la purification des membranes puis la de´position par e´lectrophore`se.
• Caracte´risation des e´chantillons par spectroscopie d’absorption transitoire, afin de valider
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que les premiers processus photoinduits des e´chantillons secs sont repre´sentatifs de ceux de la
bacte´riorhodopsine dans son milieu d’hydratation naturelle.
• Optimisation du dispositif expe´rimental pour l’e´tude des e´chantillons oriente´s.
•De´veloppement de programmes d’analyse de l’e´mission infrarouge e´mise par la bacte´riorhodopsine.
L’analyse des signaux e´mis par la bacte´riorhodopsine est complexe et a ne´cessite´ l’utilisation
de trois approches comple´mentaires :
- Une analyse par transforme´e de Fourier directe donne acce`s au spectre vibrationnel. Cette
me´thode est loin d’eˆtre optimale dans notre cas, car les fre´quences de´tecte´es paraissent varier
dans le temps.
- L’analyse par transforme´e de Fourier a` feneˆtre glissante donne des informations sur l’e´volution
temporelle des modes vibrationnels apre`s environ 300 fs. A temps court, la re´ponse e´lectronique
domine le signal, et une me´thode d’analyse plus fine s’impose.
- Afin de se´parer a` temps court re´ponse e´lectronique et re´ponse vibrationnelle et d’obtenir
des informations sur leur couplage a` l’excitation lumineuse, nous avons de´veloppe´ une me´thode
d’analyse cine´tique comple`te. La re´ponse e´lectronique de la bacte´riorhodopsine est calcule´e dans
le cas simple d’un syste`me a` deux niveaux, excite´ en re´sonance. Les modes vibrationnels sont
ajuste´s par des exponentielles de´croissantes, permettant de les caracte´riser en amplitude et en
phase.
Nous avons ainsi pu de´montrer la pre´sence de redressement optique “e´lectronique” dans
nos e´chantillons oriente´s de bacte´riorhodopsine, d’amplitude comparable a` celle ge´ne´re´e par un
cristal semiconducteur de re´fe´rence, l’Arseniure de Gallium (GaAs). Afin de relier cet impor-
tante polarisation ultrarapide (< 13 fs) a` la valeur du changement dipolaire de l’e´tat excite´, il
a fallu utiliser un autre cristal non line´aire (le Sulfure d’Argent et de Gallium, AgGaS2) dont
l’e´mission infrarouge ge´ne´re´e par redressement optique a les meˆmes caracte´ristiques spectrales
que celle des e´chantillons de bacte´riorhodopsine. Nous avons ainsi pu quantifier le changement
de moment dipolaire subit, et il vaut autour de 30 D. Cette valeur est supe´rieure, quoique du
meˆme ordre de grandeur, aux valeurs estime´es par des mesures non line´aires plus indirectes sur
le re´tinal isole´, et par des traitements the´oriques du re´tinal. Il paraˆıt donc que la polarisation
est favorise´e par la pre´sence du complexe prote´ique.
Un autre re´sultat important est la de´tection des modes de vibration du re´tinal, et la pos-
sibilite´ d’identifier a` quelle surface e´nerge´tique ils appartiennent (e´tat fondamental ou e´tats
excite´/produit) en e´tudiant un autre type d’e´chantillon de bacte´riorhodopsine (dit acide bleu)
dont la dure´e de vie de l’e´tat excite´ est prolonge´e. Des modes caracte´ristiques ressortent des
analyses, en particulier les modes dits HOOP (modes de vibration des atomes d’hyroge`ne hors
du plan), implique´s dans la transduction de l’e´nergie e´lectronique vers l’isome´risation du re´tinal.
Il ressort de nos analyses que ces modes sont indirectement couple´s a` l’excitation lumineuse et
ils varient dans le temps, en bon accord avec des mode`les the´oriques de´veloppe´s par d’autres
groupes.
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La pre´sente me´thode se limite vers les basses fre´quences a` ≈ 20 THz. Cependant cer-
taines the´ories mettent en avant le roˆle des de´placements de charges a` l’e´chelle de plusieurs
centaines de femtosecondes. Pour caracte´riser la re´ponse e´lectronique de la bacte´riorhodopsine
sur des e´chelles de temps plus longues, il faudrait pouvoir de´tecter une e´mission dans le do-
maine te´rahertz. Une telle expe´rience est en cours dans le laboratoire, utilisant des antennes
photoconductrices a` base de semiconducteurs pour de´tecter des monocycles de l’ordre de 400
fs (soit un spectre s’e´tendant de 0 a` 2,5 THz).
Nous avons montre´ que suite a` une excitation lumineuse, une importante polarisation, a` l’ori-
gine de modes vibrationnels spe´cifiques, prend naissance dans nos e´chantillons sur une e´chelle de
temps de l’ordre d’une dizaine de femtosecondes. Nous avons sugge´re´ qu’il existe un lien entre
polarisation ultrarapide et isome´risation du re´tinal ; pour e´tudier leur roˆle fonctionnel respectif,
l’expe´rience a` re´aliser qui semblerait la plus adapte´e est l’e´tude de la bacte´riorhodopsine qui
incorpore un re´tinal modifie´ pour lequel l’isome´risation trans-cis ne peut pas avoir lieu. Pour
cela, des difficulte´s techniques concernant les charges surfaciques ne´cessaires pour l’orientation
par e´lectrophore`se sont a` surmonter.
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Annexe A
Notations et conventions utilise´es
A.1 Transforme´e de Fourier
A.1.1 De´finitions
La transforme´e de Fourier, note´e F, d’une fonction de´pendant du temps f(t) est note´e f(ω),
de´finie par :
f(ω) =
∫ +∞
−∞
f(t)eiωtdt = F[f(t)] (A.1)
et par transforme´e de Fourier inverse F−1
f(t) =
1
2pi
∫ +∞
−∞
f(ω)e−iωtdt = F−1[f(ω)]. (A.2)
La transforme´e de Fourier du complexe conjugue´ est
F[f ∗(t)] = f ∗(−ω) (A.3)
Les transforme´es de Fourier des de´rive´es temporelles valent
F[
d(n)f(t)
dt
] = (−iω)nf(ω). (A.4)
147
La transforme´e de Fourier directe et inverse de la fonction de Dirac δ(t) s’e´crit :
F[δ(t− t0)] = eiωt0 . (A.5)
Si f et g sont deux fonctions de´pendant du temps, la convolution f⊗g se de´finit par
f ⊗ g(t) =
∫ +∞
−∞
f(t′)g(t− t′)dt′ (A.6)
et F[f ⊗ g(t)] = f(ω)g(ω) (A.7)
A.1.2 Analyse par transforme´e de Fourier a` feneˆtre glissante
La transforme´e de Fourier a` feneˆtre glissante est un outil tre`s efficace pour e´tudier des si-
gnaux contenant des fre´quences variant dans le temps. Elle permet de morceler le signal a` e´tudier
en petits segments dans lesquels les signaux sont suppose´s stationnaires, et une transforme´e de
Fourier est applique´e. Pour cela, on utilise une feneˆtre normalise´e f translate´e temporellement
et fre´quentiellement (figure A.1) par la formule
hto , ωo(t) = h(t− to)eiωot (A.8)
soit par transforme´e de Fourier
hto , ωo(ω) = h(ω − ωo)e−ito(ω−ωo). (A.9)
L’e´nergie de hto,ωo(t) est concentre´e autour de to, dans un intervalle σt mesure´ par la va-
riance [128] :
σ2t =
∫ +∞
−∞
(t− to)2 |h(t)|2 dt. (A.10)
De meˆme celle de hto,ωo(ω) est concentre´e autour de ωo sur un intervalle σω tel que :
σ2ω =
1
2pi
∫ +∞
−∞
(ω − ωo)2 |h(ω)|2 dω. (A.11)
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D’apre`s le principe d’incertitude d’Heisenberg, ces intervalles sont lie´s par la relation :
σtσω ≥ 1
2
. (A.12)
La transforme´e de Fourier a feneˆtre glissante W d’une fonction f vaut
Wf (to, ωo) =
∫ +∞
−∞
f(t)h(t− to)e−iωotdt. (A.13)
La densite´ d’e´nergie, de´finie par
|Wf (to, ωo)|2 =
∣∣∣∣∫ +∞−∞ f(t)h(t− to)e−iωotdt
∣∣∣∣2 (A.14)
est appele´e spectrogramme.
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Fig. A.1 : Principe de la transforme´e de Fourier a` feneˆtre glissante. La taille du rectangle d’analyse d’aire
σtσω est inde´pendante du couple (to, ωo), la re´solution est donc constante dans le plan temps-fre´quence.
Les feneˆtres d’analyse les plus couramment utilise´es, de´finies pour t≤|∆t| et nulles en dehors,
sont :
Rectangle : f(t)= 1
∆t
Gaussienne : f(t)=e
−50pit2
8∆t2
Hamming : f(t)=0,54 + 0,46cos(2pit
∆t
)
Hanning : f(t)=0,5(1 + cos(2pit
∆t
)
Blackman : 0,42 + 0,5cos(2pit
∆t
) + 0,08cos(4pit
∆t
)
La figure A.2 permet de comprendre comment s’effectue le choix de la feneˆtre d’analyse.
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Fig. A.2 : Comparaison des spectres en puissance d’une feneˆtre Rectangle (trait fin) et d’une feneˆtre de
Hanning (trait e´pais). ∆f= 1∆t .
La troncature du signal par une feneˆtre rectangulaire a pour conse´quence d’introduire des
oscillations a` haute fre´quence dans le domaine fre´quentiel. L’application d’une fonction de
ponde´ration bien adapte´e permet d’atte´nuer l’introduction de fre´quences inde´sirables, donnant
ainsi lieu a` une repre´sentation plus fide`le du contenu fre´quentiel des donne´es. Dans la figure
A.2, on voit que l’amplitude des modes secondaires est diminue´e d’un facteur 3 en passant
d’une feneˆtre Rectangle a` une feneˆtre de Hanning. En contrepartie, le lobe principal est e´largi
dans le cas d’une feneˆtre de Hanning, la se´lectivite´ fre´quentielle sera moins bonne [129]. Un
compromis est donc a` adopter entre re´solution spectrale et atte´nuation des hautes fre´quences.
En particulier la feneˆtre de Hanning offre le meilleur compromis.
A.2 Grandeurs physiques
- c : vitesse de la lumie`re dans le vide (≈ 3.108 m.s−1).
- ηo : impe´dance du vide (= 377 Ω).
- µo : perme´abilite´ du vide(=4pi.10
−7 kg·m/A2s2).
- o : permittivite´ die´lectrique du vide (=
1
µoc2
).
Ces trois grandeurs sont lie´es par la relation ηo=
o
µo
.
- H (ω) : fonction de Heaviside, de´finie par H (ω) = 1 si ω ≥ 0 ; H (ω)=0 si ω < 0.
- δ(t) : fonction de Dirac centre´e a` l’origine des temps.
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- E le champ e´lectrique re´el.
- E le champ complexe associe´ : E(t)=Re(E(t)).
- On note tp et ts les coefficients de transmission de Fresnel :
tp =
2nicosθi
nicosθt+ntcosθi
et ts =
2nicosθi
nicosθi+ntcosθt
ni et nt sont les indices de re´fraction du milieu incident et du milieu de l’onde transmise. θi est
l’angle d’incidence par rapport a` la normale au milieu, et θt l’angle transmis.
A.3 Abre´viations biologiques
- ATP : ade´nosine 5’-triphosphate.
Diffe´rentes formes de bacte´riorhodopsine
- bRneutre : bacte´riorhodopsine a` pH neutre, adapte´e a` la lumie`re. Maximum d’absorption des
e´chantillons secs apre`s adaptation a` la lumie`re = 564 nm .
- bRbleu : bacte´riorhodopsine a` pH acide dite acide bleue. Maximum d’absorption des e´chantillons
secs = 603 nm.
- bRpourpre : bacte´riorhodopsine a` pH acide dite acide pourpre. Maximum d’absorption des
e´chantillons secs = 560 nm.
Acides amine´s
Lys : Lysine.
Asp : Acide Aspartique.
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Annexe B
Mode`le d’une antenne dipolaire
Dans cette annexe nous allons de´tailler les calculs permettant de montrer que dans l’ap-
proximation dipolaire, le champ e´mis par une antenne est proportionnelle a` la de´rive´e seconde
de la polarisation (paragraphe 2.3.2 et figure 2.7). On rappelle que l’approximation dipolaire
est valable dans le cas ou` le champ est e´tudie´ a` grande distance du volume e´metteur parcouru
de charges en mouvement et les dimensions de l’e´metteur sont faible par rapport aux longueurs
d’ondes d’e´mission. Pour comprendre le principe de cette e´mission, l’approche la plus simple
consiste a` partir d’un dipoˆle e´lectrique variable, et chercher le champ e´lectrique compatible avec
les e´quations de Maxwell [130]. Au niveau macroscopique, la polarisation sera P(t)=Np(t) ou`
N est la densite´ de dipoˆles paralle`les entre eux qui sont suppose´es ne pas interagir entre eux.
On introduit une densite´ de charge ρ(t) fictive de´finie par ρ(t)=-∇(p(t).δ(→r )).
A partir de l’e´quation de conservation des charges, on introduit les courants fictifs j(
→
r ,t)
tels que
→
∇ .
→
j (
→
r , t) +
∂
∂t
ρ(
→
r , t) = 0 (B.1)
soit
→
j (
→
r , t) =
d
dt
[p(t)] δ(r). (B.2)
Les expressions des potentiels retarde´s, associe´s au dipoˆle variable p(t), s’e´crivent en inte´grant
sur le volume d’analyse τ pour chaque e´le´ment de volume dτ :
V (
→
r , t) =
1
4pio
∫
τ
ρ(
→
r′, t−
∣∣∣→r − →r′∣∣∣∣ /c∣∣∣→r − →r′∣∣∣ dτ (B.3)
et
→
A (
→
r , t) =
µo
4pi
∫
τ
j(
→
r′, t−
∣∣∣→r − →r′∣∣∣∣ /c∣∣∣→r − →r′∣∣∣ dτ . (B.4)
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En remplac¸ant la valeur de la densite´ de courant (e´quation B.2), l’expression du potentiel vec-
teur en M devient :
→
A (
→
r , t) =
µo
4pi
∫
τ
{d /dt(→po (t−
∣∣∣→r − →r′∣∣∣∣ /cδ(r′ )}∣∣∣→r − →r′∣∣∣ dτ (B.5)
donc
→
A (
→
r , t) =
µo
4pi
1
r
d
dt
[→
p (t− r/c )] . (B.6)
Les e´quations se simplifient en tenant compte de la de´pendance temporelle du dipoˆle, en notant
~p=poe
iw(t−r/c) :
→
A (
→
r , t) = −µo
4pi
1
r
ω
→
po e
iω(t−r/c). (B.7)
Le potentiel scalaire est obtenu en utilisant la jauge de Lorentz :
→
∇ .
→
A +
1
c2
∂V
∂t
= 0 (B.8)
soit l’expression suivante du potentiel scalaire :
V (
→
r , t) =
1
4pio
[
1
r3
+
iω
r2c
] .
→
po .
→
r eiω(t−r/c). (B.9)
L’expression du champ rayonne´ s’obtient d’apre`s :
→
E (
→
r , t) = − →∇ V − ∂
→
A
∂t
(B.10)
donc le champ rayonne´ par le dipoˆle vaut :
→
Ee (
→
r , t) =
1
4pio
[ (
2
r3
+
2iω
r2c
)cos(θ)
→
ur +(
1
r3
+
iω
r2c
− ω
2
rc2
)sin(θ)
→
uθ ] poe
iω(t−r/c). (B.11)
Le champ rayonne´ s’observe en champ lointain, nous ne conservons donc que les termes en 1
r
et
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le champ rayonne´ s’e´crit finalement :
→
Ee (
→
r , t) = − 1
4pio
ω2
rc2
sin(θ)poe
iω(t−r/c) →uθ (B.12)
soit en notation re´elle au niveau macroscopique :
→
Ee (
→
r , t) =
1
4pio
1
rc2
∂2P (t− r/c)
∂t2
sin(θ)
→
uθ (B.13)
soit E(r, t) ∝ ∂
2P (t− r/c)
∂t2
. (B.14)
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Annexe C
Protocoles
C.1 Culture des bacte´ries Halobacterium salinarium et
purification des membranes pourpres
Les conditions de culture et de purifications suivent le protocole de´crit par Oesterhelt et
coll. [86]. La souche R1 de Halobacterium salinarium (obtenue aupre`s de l’IGM, Universite´
d’Orsay), se de´veloppe dans des conditions de forte salinite´ et exprime la bacte´riorhodopsine
en microae´robie et sous illumination. La composition du milieu (NaCl : 250 g/L, MgSO4 : 20
g/L, citrate de trisodium : 3 g/L, KCl : 2 g/L, peptone bacte´riologique : 10 g/L) est spe´cifique
aux espe`ces halophiles extreˆmes. Avant inoculation, le milieu est ste´rilise´ sur filtre de 0,22 µm
(Ste´ricup, Millipore). Des cultures de 75 mL, dans des erlenmeyers de 250 mL, sont place´es
a` 39◦C, sous agitation (200 rpm) et forte illumination. La bacte´riorhodopsine s’exprimant
pre´fe´rentiellement dans la phase stationnaire, les cultures sont effectue´s sur 3 a` 4 semaines.
Les bacte´ries sont recueillies par centrifugation a` 10000 G pendant 15 minutes.
La purification s’effectue en 3 e´tapes : lyse des bacte´ries par choc osmotique et action
me´canique, lavage des membranes, se´paration des types membranaires par centrifugation en
gradient de densite´.
1. Lyse des bacte´ries par choc osmotique et action me´canique. Les culots bacte´riens sont
resuspendus dans le tampon 1 (NaCl : 250 g/L, MgSO4 : 20 g/L, citrate de trisodium : 3 g/L,
KCl : 2 g/L), 125 mL par litre de culture. Puis, cette suspension est mise a` dialyser la nuit
contre le tampon 2 (NaCl 0,1 M soit environ 6 g/L) et DNase (50 mg). Ce changement de pres-
sion osmotique brutal va provoquer l’e´clatement des bacte´ries. Le lysat est ensuite centrifuge´
40 minutes a` 40000 G. Afin de s’assurer de l’efficacite´ de la lyse, les culots sont resuspendus
dans le tampon 2 a` l’aide d’un homoge´ne´isateur a` piston, ou potter, puis a` nouveau centrifuge´s.
Ces e´tapes sont renouvele´es jusqu’a` ce que le surnageant soit incolore (en pratique 2 a` 3 fois).
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2. Lavage des membranes. Les membranes sont alors lave´es deux a` trois fois dans de l’eau
de´ionise´e et finalement resuspendues dans un petit volume d’eau.
3. Se´paration des types membranaires par centrifugation en gradient de densite´. Afin de
se´parer les membranes rouges, contenant les carote´no¨ıdes, des membranes pourpres, contenant
la bacte´riorhodopsine, cette solution est de´pose´e sur un gradient line´aire de 30 % a` 50 % avec
un ’coussin’ a` 60 % de saccharose et centrifuge´e 17 heures a` 100000 G (photo 3.1 du chapitre
3).
C.2 Echantillons de´pose´s dans des gels d’acrylamide
La composition des gels est de´crite dans [91]. Les re´cipients contenant les gels sont com-
pose´s de lamelles de microscope colle´es afin d’obtenir des e´paisseurs de gel de 1 mm. La
solution de polyacrylamide contient 7.9% d’acrylamide, 0.2% de bisacrylamide et 0.03% de
te´trame´thylane´diamine, 0.04 M Tris et 70 unite´s de membrane pourpre a` pH 7, ou` 1 unite´=1
mL de suspension, densite´ optique de 1 /cm. Apre`s ajout de 0.024% de persulfate d’ammonium,
la solution verse´e dans les re´cipients polyme´rise pendant 1 heure avant utilisation. Une des deux
lamelles de microscope est enleve´e afin de permettre une excitation directe par les impulsions
laser dans l’expe´rience pompe sonde (chapitre 3).
158
Annexe D
Applications biotechnologiques de la
bacte´riorhodopsine
La bacte´riorhodopsine est une prote´ine tre`s inte´ressante pour des applications biotechnolo-
giques. Deux proprie´te´s intrinse`ques sont utilise´es : le photocycle et le de´placement de charges
photoinduit.
Se reporter aux chapitres 1 et 3 pour les notations des photoproduits.
D.1 Protection de papiers officiels
Des chercheurs allemands ont de´veloppe´ un proce´de´ permettant de se´curiser les papiers
officiels et billets de banque [131]. Ils ont utilise´ de la bacte´riorhodopsine modifie´e afin de
prolonger le temps de vie de l’e´tat M (photoproduit de la bacte´riorhodopsine, chapitre 1).
Suite a` un e´clairement lumineux, la bacte´riorhodopsine va changer de conformation et passer
du violet (e´tat fondamental) au jaune (e´tat M). Le retour dans l’e´tat fondamental n’aura lieu
qu’en e´loignant la source lumineuse. Ainsi les documents recouverts d’une telle encre seront
facilement de´tectables par leur changement de couleur photoinduit.
D.2 Stockage de donne´es : me´moire holographique
Les me´moires holographiques permettent d’enregistrer des donne´es dans un volume tri-
dimensionnel, permettant a` la fois d’augmenter la rapidite´ et la capacite´ de stockage [132].
Une me´thode prometteuse [133] permet le stockage de donne´es dans un mate´riau de bacte´rio-
rhodopsine en phase aqueuse. Les solutions sont contenues dans des cuvettes et oriente´es sous
champ e´lectrique. Le principe de base est d’exciter l’e´chantillon avec deux lasers orthogonaux,
de´finissant un volume dans l’e´chantillon.
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Pendant la phase d’e´criture, deux lasers centre´s a` 1140 nm sont utilise´s pour exciter la bacte´rio-
rhodopsine au de´part dans son e´tat fondamental bR. Suite a` l’excitation lumineuse, la bacte´rio-
rhodopsine passe dans l’e´tat M qui dure pour quelques millisecondes avant de revenir dans
l’e´tat fondamental. La stabilite´ de cet e´tat peut eˆtre augmente´e par modification ge´ne´tique. En
controˆlant l’intensite´ excitatrice, des volumes contiennent un ratio bR : M de 6 : 4 (bits 0) et
d’autres un ratio 4 : 6 (bits 1).
Pour la phase de lecture, quatre lasers sont utilise´s : deux centre´s a` 1140 nm qui exciteront
l’e´tat bR pour peupler l’e´tat M et deux centre´s a` 820 nm conduisant la re´action de M vers bR.
La tension de´tecte´e aux bornes de l’e´chantillon sera modifie´e avec le sens de la re´action bR⇀↽M
(paragraphe 1.4) ; cette caracte´ristique va permettre de savoir si la majorite´ des prote´ines e´taient
dans l’e´tat M (bits 1) ou dans l’e´tat bR (bits 0).
La phase de lecture est critique, en particulier a` cause du changement d’indice de re´fraction
de la bacte´riorhodopsine suite a` une illumination qui, bien que tre`s faible, peut produire des
microlentilles dans le mate´riau qui va re´fracter la lumie`re et entraˆıner des impre´cisions sur les
emplacements des volumes irradie´s.
D.3 Papier et encre e´lectronique
Sous l’effet d’un fort champ e´lectrique, une bacte´riorhodopsine modifie´e ge´ne´tiquement peut
changer d’e´tat et passer de la couleur violette a` jaune. En plac¸ant un film de bacte´riorhodopsine
entre deux plaques transparentes sur lesquelles est applique´ un maillage d’e´lectrodes, il est
possible d’appliquer des voltages approprie´s en certains points du film et ainsi de faire apparaˆıtre
des lettres.
D.4 Photode´tection et vision artificielle
La bacte´riorhodopsine peut eˆtre utilise´e comme photode´tecteur rapide. Le principe utilise´
est le de´placement de charges dans la bacte´riorhodopsine suite a` une excitation lumineuse. Afin
de pouvoir de´tecter directement un photocourant, il est ne´cessaire de transformer la tension
de´tecte´e en utilisant une jonction bacte´riorhodopsine-semiconducteur [134, 135]. L’utilisation
de la bacte´riorhodopsine comme photode´tecteur ouvre des pistes inte´ressantes de de´tection
d’objets en temps re´el [134].
En utilisant des bacte´riorhodopsines modifie´es, il est meˆme envisageable de pouvoir obtenir
des reconnaissances de couleur [136].
160
Bibliographie
[1] B. Alberts, D. Bray, J. Lewis,M. Raff, K. Roberts, et J. D. Watson, Biologie
mole´culaire de la celule, 3e´me e´dition, Me´decine-Sciences Flammarion, 1986.
[2] K. Bryl, Visual and archaeal rhodopsins : similarities, differences and controversy,
Cellular and Molecular Biology Letters 8, 285 (2003).
[3] I. M. Pepe, Recent advances in our understanding of rhodopsin and phototransduction,
Prog. Ret. Eye Res. 20, 733 (2001).
[4] I. Provencio, I. R. Rodriguez, G. Jiang,W. P. Hayes, E. F. Moreira, etM. D.
Rollag, A novel human opsin in the inner retina, The journal of Neuroscience 20, 600
(2000).
[5] J. K. Lanyi, Bacteriorhodopsin, Int. Rev. Cytol. 187, 161 (1999).
[6] J. Nathans, Rhodospin : structure, function, and genetics, Biochemistry 31, 4923
(1992).
[7] K. Palczewski, T. Kumasaka, T. Hori, C. A. Behnke, H. Motoshima, B. A.
Fix, I. Le Trong, D. C. Teller, T. Okada, R. E. Stenkamp, M. Yamamoto, et
M. Miyano, Crystal structure of rhodopsin :a G protein-coupled receptor, Science 289,
739 (2000).
[8] D. S. Kliger et E. L. Menger, Vision : an overview, Acc. of Chem. Res. 8, 81 (1975).
[9] T. D. Lamb et E. N. Pugh Jr, Dark adaptation and the retinoid cycle of vision, Prog.
Ret. Eye Res. 23, 307 (2004).
[10] D. M. Hunt, K. S. Dulai, J. C. Partridge, P. Cottrill, et J. K. Bowmaker,
The molecular basis for spectral tuning of rod visual pigments in deep-sea fish, J. of Exp.
Bio. 204, 3333 (2001).
[11] I. Lutz, A. Sieg, A. Wegener,M. Engelhard, I. Boche,M. Otsuka, D. Oeste-
rhelt, J. Wachteitl, et W. Zinth, Primary reactions of sensory rhodopsins, PNAS
98, 962 (2001).
[12] J. Sasaki et J. L. Spudich, Proton circulation during the photocycle of sensory rho-
dopsin II, Biophys. J. 77, 2145 (1989).
[13] G. Varo et J. K. Lanyi, Photoreactions of bacteriorhodopsin at acid pH, Biophys. J.
56, 1143 (1989).
161
[14] J. K. Lanyi, X-Ray cristallography of bacteriorhodopsin and its photointermediates :
insights into the mechanism of proton transport, Biochem. (Moscow) 66, 1192 (2001).
[15] E. Pebay-Peyroula, G. Rummel, J. P. Rosenbusch, et E. Landau, High re-
solution X-ray structure of bacteriorhodopsin from microcrystals grown in lipidic cubic
phases, Science 277, 1676 (1997).
[16] R. Henderson et P. N. Unwin, Three-dimensional model of purple membrane obtained
by electron microscopy, Nature 257, 28 (1975).
[17] N. Grigorieff, T. Ceska, K. H. Downing, J. M. Baldwin, et R. Henderson,
Electron-crystallographic refinement of the structure of bacteriorhodopsin, J. Mol. Biol.
259, 393 (1996).
[18] B. S. Hudson et R. R. Birge, Angular orientation of the retynil chromophore of
Bacteriorhodopsin : reconciliation of 2H NMR and optical measurements, J. Phys. Chem.
A 103, 2274 (1998).
[19] G. S. Harbinson, S. O. Smith, J. A. Pardoen, C. Winkel, J. Lugtenberg,
J. Herzfeld, R. A. Mathies, et R. G. Griffin, Dark-adapted bacteriorhodopsin
contains 13-cis, 15-syn and all-trans, 15-anti retinal Schiff bases, Proc. Nat. Acad. Sci.
USA 81, 1706 (1984).
[20] J. W. Petrich, J. Breton, J.-L. Martin, et A. Antonetti, Femtosecond absorp-
tion spectroscopy of light-adapted and dark-adapted bacteriorhodopsin, Chem. Phys.
Lett. 137, 369 (1987).
[21] R. A. Mathies, C. H. Brito Cruz, W. T. Pollard, et C. V. Shank, Direct
observation of the femtosecond excited state cis-trans isomerization of bacteriorhodopsin,
Science 240, 777 (1988).
[22] J. Dobler, W. Zinth, W. Kaiser, et D. Oesterhelt, Excited-state reaction dyna-
mics of bacteriorhodopsin studied by femtosecond spectroscopy, Chem. Phys. Lett. 144
(1988).
[23] J. Herbst, K. Heyne, et R. Diller, Femtosecond infrared spectroscopy of bacterio-
rhodopsin chromophore isomerization, Science 297, 822 (2002).
[24] W. Ku¨hlbrandt, Bacteriorhodopsin — the movie, Nature 406, 569 (2000).
[25] R. Gonzalez-Luque, M. Garavelli, F. Bernardi, M. Merchan, M. A. Robb,
etM. Olivucci, Computational evidence in favor of a two-state, two-mode model of the
retinal chromophore photoisomerization, PNAS 97, 9379 (2000).
[26] R. A. Mathies et L. Stryer, Retinal has a highly dipolar vertically excited singlet
state : implications for vision, PNAS 73, 2169 (1976).
[27] L. Salem, The sudden polarization effect and its possibl role in vision, Acc. of Chem.
Res. 12, 87 (1979).
162
[28] A. Lewis, The molecular mechanism of excitation in visual transduction and bacterio-
rhodopsin, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 75, 549 (1978).
[29] K. C. Hasson, F. Gai, et P. A. Anfinrud, The photoisomerization of retinal in
bacteriorhodopsin : Experimental evidence for a three-state model, Proc. Nat. Acad. Sci.
USA 93, 15124 (1996).
[30] W. Humphrey, H. Lu, I. Logunov, H. Werner, et K. Schulten, Three electronic
state model of the primary phototransformation of bacteriorhodopsin, Biophys. J. 75,
1689 (1998).
[31] H. Abramczyk, Femtosecond primary events in bacteriorhodopsin and its retinal mo-
dified analogs : revision of commonly accepted interpretation of electronic spectra of
transient intermediates in the bacteriorhodopsin photocycle, J. Chem. Phys. 120, 11120
(2004).
[32] A. Aharoni, B. Hou, N. Friedman, M. Ottolenghi, I. Rousso, S. Ruhman,
M. Sheves, T. Ye, et Q. Zhong, Non-isomerizable artificial pigments : implications
for the primary light-induced events in bacteriorhodopsin, Biochem. (Moscow) 66, 1210
(2001).
[33] A. Aharoni,M. Ottolenghi, etM. Sheves, Light-induced hydrolysis and rebinding
of nonisomerizable bacteriorhodopsin pigment, Biophys. J. 82, 2617 (2002).
[34] B. Hou, N. Friedman, S. Ruhman, M. Sheves, et M. Ottolenghi, Ultrafast
spectroscopy of the protonated Schiff bases of free and C13=C14 locked retinals, J. Phys.
Chem. B 105, 7042 (2001).
[35] T. Ye, N. Friedman, Y. Gat, G. H. Atkinson, M. Sheves, M. Ottolenghi, et
S. Ruhman, On the nature of the primary light-induced events in Bacteriorhodopsin :
ultrafast spectroscopy of the native and C13=C14 locked pigments, J. Phys. Chem. B
103, 5122 (1999).
[36] Q. Zhong, S. Ruhman, et M. Ottolenghi, Reexamining the primary light-induced
events in bacteriorhodopsin using a synthetic C13=C14 locked chrmophore, J. Am. Chem.
Soc. 118, 12828 (1996).
[37] H. J. Polland, M. A. Franz, W. Zinth, W. Kaiser, E. Ko¨lling, et D. Oes-
terhelt, Optical picosecond studies of bacteriorhodopsin containing a sterically fixed
retinal, Biochimica et Biophysica Acta 767, 635 (1984).
[38] D. Oesterhelt, L. Schumman, et H. Gruber, Light-dependent reaction of bacterio-
rhodopsin with hydroxylamine in cell suspensions of Halobacterium salinarum : demons-
tration of an apo-membrane, FEBS Letters 44, 257 (1974).
[39] I. Rousso, E. Khachatryan, Y. Gat, I. Brodsky, M. Ottolenghi, M. Sheves,
et A. Lewis, Microsecon atomic force sensing of protein conformational dynamics :
Implications for the primary light-induced events in bacteriorhodopsin, PNAS 94, 7937
(1997).
163
[40] J. Y. Huang,A. Lewis, etT. H. Rasing, Second-harmonic generation from Langmuir-
Blodgett films of retinal and retinal Schiff bases, J. Phys. Chem. 92, 1756 (1988).
[41] J. Y. Huang, Z. Chen, et A. Lewis, Second-harmonic generation in purple membrane-
poly(vinyl alcohol) films : probing the dipolar characteristics of the bacteriorhodopsin
chromophore in bR570 and M412, J. Phys. Chem. 93, 3314 (1989).
[42] Z. Chen, M. Sheves, A. Lewis, et O. Bouevitch, A comparison of the second
harmonic generation from light-adapted, dark-adapted, blue, and acid purple membrane,
Biophys. J. 67, 1155 (1994).
[43] U. Zadok, A. Khatchatouriants, A. Lewis, M. Ottolenghi, et M. Sheves,
Light-induced redistribution in the retinal chromophore is required for initiating the Bac-
teriorhodopsin photocycle, J. Am. Chem. Soc. 124, 11844 (2002).
[44] M. Garavelli, C. S. Page, P. Celani, M. Olivucci, W. E. Schmid, S. A. Tru-
shin, etW. Fuss, Reaction path of a sub-200 fs photochemical electrocyclic reaction, J.
Phys. Chem. A 105, 4458 (2001).
[45] M. Garavelli, F. Negri, et M. Olivucci, Initial Excited-State Relaxation of the
Isolated 11-cis Protonated Schiff Base of Retinal : Evidence for in-Plane Motion from ab
Initio Quantum Chemical Simulation of the Resonance Raman Spectrum, J. Am. Chem.
Soc. 121, 1023 (1999).
[46] M. Ben-Nun, F. Molnar, K. Schulten, et T. J. Mart´ınez, The role of intersection
topography in bond selectivity of cis-trans photoisomerization, Proc. Nat. Acad. Sci. USA
99, 1769 (2002).
[47] S. Hayashi, E. Tajkhorshid, et K. Schulten, Molecular dynamics simulation of
Bacteriorhodopsin’s photoisomerization using ab initio forces for the excited chromophore,
Biophys. J. 85, 1440 (2003).
[48] D. Xu, C. Martin, et K. Schulten, Molecular dynamics study of early picosecond
events in the bacteriorhodopsin photocycle : dielectric response, vibrational cooling and
the J, K intermediates, Biophys. J. 70, 453 (1996).
[49] J. T. M. Kennis, D. S. Larsen, K. Ohta, M. T. Facciotti, R. M. Glaeser, et
G. R. Fleming, Ultrafast protein dynamics of bacteriorhodopsin probed by photon echo
and transient absorption spectroscopy, J. Phys. Chem. B 106, 6067 (2002).
[50] G. I. Groma, J. Hebling, C. Ludwig, et J. Kuhl, Charge displacement in bac-
teriorhodopsin during the forward and reverse bR-K transition, Biophys. J. 69, 2060
(1995).
[51] G. Varo et L. Keszthelyi, Photoelectric signals from dried oriented purple membranes
of Halobacterium Halobium, Biophys. J. 43, 47 (1983).
[52] L. Keszthelyi et P. Ormos, Electric signals associated with the photocycle of bacte-
riorhodopsin, FEBS Letters 109, 189 (1980).
164
[53] J. Xu, A. Stickrath, P. Battacharya, J. Nees, G. Varo, J. Hillebrecht,
L. Ren, et R. Birge, Direct measurement of the photoelectric response time of bacte-
riorhodopsin via electro-optic sampling, Biophys. J. 85, 1128 (2003).
[54] S. Schenkl, Influence of the protein environment on spectroscopy and ultrafast dynamics
of retinal in bacteriorhodopsin, The`se Ecole Polytechnique Fe´de´rale de Lausanne (2004).
[55] S. Schenkl, F. van Mourik, G. van der Zwan, S. Haacke, et M. Chergui,
Probing the ultrafast charge translocation of photoexcited retinal in bacteriorhodopsin,
Science 309, 917 (2005).
[56] J. L. Oudar et D. S. Chemla, Hyperpolarizabilities of the nitroanilines and their
relations to the excited state dipole moment, J. Chem. Phys. 66, 2664 (1977).
[57] N. J. Bonvalet, A and, V. Berger, A. Migus, J.-L. Martin, et M. Joffre,
Femtosecond infrared emission resulting from coherent charge oscillations in quantum
wells, Phys. Rev. Lett. 76, 4392 (1996).
[58] M.-L. Groot, M. H. Vos, I. Schlichting, F. van Mourik, J.-C. Lambry, et
J.-L. Martin, Coherent infrared emission from myoglobyn cristals : an electric field
measurement, Prot. Nat. Acad. Sci. USA 99, 1323 (2001).
[59] P. Butcher et D. Cotter, The elements of nonlinear optics, Cambridge studies in
moder optics, Cambridge University Press, 1990.
[60] A. Bonvalet, Spectroscopie infrarouge femtoseconde : e´tude, de´veloppement et appli-
cations, Laser et Matie`re (1997).
[61] H. R. Hertz, Die Prinzipien der Mechanik, Gesammelte Werke, Leipzig, Barth, III
(1894).
[62] D. H. Auston, Picosecond optoelectronic switching and gating in silicon, Appl. Phys.
Lett. 26, 101 (1975).
[63] B. I. Greene, J. F. Federici, D. R. Dykaar, R. R. Jones, et P. H. Bucksbaum,
Interferometric characterization of 160 fs far-infrared light pulses, Appl. Phys. Lett. 59,
893 (1991).
[64] S. E. Ralph et D. Grischkowsky, THz spectroscopy and source characterization by
optoelectronic interferometry, Appl. Phys. Lett. 60, 1070 (1992).
[65] K. H. Yang, P. L. Richards, et Y. R. Shen, Generation of far-infrared radiation by
picosecond light-pulsesin LiNbO3, Appl. Phys. Lett. 19, 320 (1971).
[66] A. Bonvalet etM. Joffre, Femtosecond laser pulses, Springer, Claude Rullie`re (1998).
[67] G. Mourou, C. V. Stancampiano, A. Antonetti, et A. Orszag, Picosecond
microwave pulses generated with a subpicosecond laser driven semiconductor switch, Appl.
Phys. Lett. 39, 284 (1981).
[68] C. Fattinger et D. Grischkowsky, Terahertz beams, Appl. Phys. Lett. 54, 490
(1989).
165
[69] G. I. Groma, A. Colonna, J.-C. Lambry, J. W. Petrich, G. Varo, M. Joffre,
M. H. Vos, et J.-L. Martin, Resonant optical rectification in bacteriorhodopsin, Prot.
Nat. Acad. Sci. USA 101, 7971 (2004).
[70] M. Joffre, Optique non-line´aire, Ecole Polytechnique (2003).
[71] Q. Wu, T. D. Hewitt, et X. C. Zhang, Two-dimensional electro-optic imaging of
THz beams, Appl. Phys. Lett. 69, 1026 (1996).
[72] R. L. Sutherland, Handbook of nonlinear optics, Marcel dekker, Inc., 1996.
[73] M. Joffre, A. Bonvalet, A. Migus, et J.-L. Martin, Femtosecond diffracting
Fourier-transform infrared interferometer, Opt. Lett. 21, 964 (1996).
[74] M. S. Pshenichnikov, W. P. de Boeij, et D. A. Wiersma, Generation of 13-fs,
5-MW, pulses from a cavity-dumped Ti :sapphire laser, Opt. Lett. 19, 572 (1994).
[75] D. Meschede, Optics, light and lasers, Wiley-Vch Verlag, 1999.
[76] R. L. Fork, O. E. Martinez, et J. P. Gordon, Negative dispersion using a pair of
prisms, Opt. Lett. 9, 150 (1984).
[77] D. Spence, P. Kean, et W. Sibbett, 60-fs pulse generation from a self modelocked
Ti-sapphire laser, Opt. Lett.. 16, 42 (1991).
[78] T. Brabec, C. Spielman, P. F. Curley, et F. Krausz, Kerr-lens modelocking, Opt.
Lett. 17, 1292 (1992).
[79] D. Strickland et G. Mourou, Compression of amplified chirped optical pulses, Opt.
Commun. , 219 (1985).
[80] O. E. Martinez, 3000 times grating compressor with positive group velocity disper-
sion : application to fiber compenstion in 1.3-1.6 µm region, IEEE Journal of Quantum
Electronics 23, 59 (1987).
[81] R. R. Alfano et S. L. Shapiro, Emission in the region 4000-7000 A via four-photon
coupling in nglass, Phys. Rev. Lett. 24, 584 (1970).
[82] A. Shirakawa et T. Kobayashi, Noncollinearly phase-matched femtosecond optical
parametric amplification with a 2000 cm –1 bandwidth, Appl. Phys. Lett. 72, 147 (1998).
[83] V. Krylov, O. Ollikainen, J. Gallus, U. Wild, A. Rebane, et A. Kalinstev,
Efficient noncollinear parametric amplification of weak femtosecond pulses in the visible
and near-infrared spectral range, Opt. Lett.. 23, 100 (1998).
[84] G. Cerullo, M. Nisoli, S. Stagira, et S. De Silvestri, Sub-8-fs pulses from an
ultrabroadband optical parametric amplifier in the visible, Opt. Lett. 23, 1283 (1998).
[85] SNLO, SNLO Nonlinear optics code available from A. V.
Smith, Sandia National Laboratories, Albuquerque, NM 87185-1423,
http ://www.sandia.gov/imrl/XWEB1128/xxtal.html .
166
[86] D. Oesterhelt et W. Stoeckenius, Isolation of the cell membrane of Halobacterium
halobium and its fractionation into red and purple membrane, Methods in enzymology ,
667 (1974).
[87] L. Keszthelyi, Orientation of membrane fragments by electric field, Biochimica et
Biohysica Acta 598, 429 (1980).
[88] G. I. Groma, L. Kelemen, A. Kulcsar, M. Lakatos, et G. Varo, Photocycle of
dried acid purple form of Bacteriorhodopsin, Biophys. J. 81, 3432 (2001).
[89] G. Varo et J. K. Lanyi, Distorsions in the photocycle of bacteriorhodopsin at moderate
dehydratation, Biophys. J. 59, 313 (1991).
[90] R. Korenstein et B. Hess, Hydration effects on cis-trans isomerization of bacteriorho-
dopsin, FEBS Letters 82, 7 (1977).
[91] P. C. Mowery, R. H. Lozier, Q. Chae, Y.-W. Tseng, M. Taylor, et W. Stoe-
ckenius, Effect of acid pH on the absorption spectra and photoreactions of bacteriorho-
dosin, Biochem. 18, 4100 (1979).
[92] V. Balogh-Nair, J. D. Carriker, B. Honig, V. Kamat, M. G. Motto, K. Na-
kanishi, R. Shen, M. Sheves, M. A. Tanis, et K. Tsujimoto, The ’opsin shift’ in
bacteriorhodopsin : Studies with artificial bacteriorhodopsins, Photochem. Photobiol. 33,
483 (1981).
[93] S. Schenkl, E. Portuondo, G. Zgrablic, M. Chergui, W. Suske, M. Dolder,
E. M. Landau, et S. Haacke, Compositional heterogeneity reflects partial dehydrata-
tion in three-dimensional crystals of bacteriorhodopsin, J. Mol. Biol. 329, 711 (2003).
[94] T. Mogi, L. J. Stern, T. Marti, B. H. Chao, et G. H. Khorana, Aspartic acid
substitutions affect proton translocation by bacteriorhodopsin, Prot. Nat. Acad. Sci. USA
85, 4148 (1988).
[95] H. Ohtani, T. Kobayashi, J. Iwai, et A. Ikegamani, Picosecond and nanosecond
spectroscopies of the photochemical cycles of acidified bacteriorhodopsin., Biochem. 25,
3356 (1986).
[96] A. Colonna, G. Groma, et M. Vos, Retinal isomerization dynamics in dry bacterio-
rhodopsin films, Chem. Phys. Lett. , sous presse (2005).
[97] J.-L. Martin etM. H. Vos, Femtosecond measurements of geminate recombination in
heme proteins, Methods in Enzymology 232, 416 (1994).
[98] T. Kobayashi, M. Terauchi, T. Kouyama, M. Yoshikawa, et M. Taiji, Femtose-
cond spectroscopy of acidified and neutral bacteriorhodopsin, SPIE laser Applications in
Life Science 1403, 407 (1990).
[99] S. L. Logunov, M. A. El-Sayed, L. Song, et J. K. Lanyi, Photoisomerization
quantum yield and apparent energy content of the K intermediate in the photocycles of
167
bacteriorhodopsin, its mutants D85N, R82Q, and D212N, and deionized blue bacterio-
rhodopsin, J. Phys. Chem. 100, 2391 (1996).
[100] J. Wang, S. Link, C. D. Heyes, etM. A. El-Sayed, Comparison of the dynamics of
the primary events of bacteriorhodopsin in its trimeric and monomeric states, Biophys.
J. 83, 1557 (2002).
[101] G. Varo et J. K. Lanyi, Pathways of the rise and decay of the M photointermediate(s)
of Bacteriorhodopsin, Biochem. 29, 2241 (1990).
[102] S. L. Logunov, L. Song, et M. A. El-Sayed, pH Dependence of the Rate and
Quantum Yield of the Retinal Photoisomerization in Bacteriorhodopsin, J. Phys. Chem.
98, 10674 (1994).
[103] S. J. Doig, P. J. Reid, et R. A. Mathies, Picosecond Time-resolved Resonance
Raman Spectroscopy of Bacteriorhodopsin-J, Bacteriorhodopsin-K, Bacteriorhodopsin-
KL Intermediates, J. Phys. Chem. 95, 6372 (1991).
[104] M. Rohr, W. Gartner, G. Schweitzer, et S. E. Braslaavsky, Quantum yield of
the photochromic equilibrium between bacteriorhodopsin and its bathointermediate K.
Femto- and nanosecond optoacoustic spectroscopy., J. Phys. Chem. 96, 6055 (1992).
[105] C. Gergely, L. Zimanyi, et G. Varo, Bacteriorhodopsin intermediate spectra deter-
mined over a wide pH range., J. Phys. Chem.B 101, 9390 (1997).
[106] J. Tittor et D. Oesterhelt, The quantum yield of bacteriorhodopsin, FEBS Letters
263, 269 (1990).
[107] J. Wang, Vectiorally oriented purple membrane : characterization by photocurrent mea-
surement and polarized-Fourier transform infrared spectroscopy, Thin Solid Films 379,
224 (2000).
[108] M. Me´thot, F. Boucher,C. Salesse,M. Subirade, etM. Pe´zolet, Determination
of bacteriorhodopsin orientation in monolayers by infrared spectroscopy, Thin Solid Films
284-285, 627 (1996).
[109] M. Joffre, Coherent effects in femtosecond spectroscopy, in Femtosecond laser pulses,
edited by C. Rullie`re, volume 9, pp. 261–284, Springer, 1998.
[110] S. Mukamel, Principles of Nonlinear Optical Spectroscopy, Oxford University Press,
New York, 1995.
[111] G. I. Groma, M. Vos, et J.-L. Martin, Theory of resonant optical rectification in
bacteriorhodopsin, en pre´paration .
[112] V. F. Kamalov, T. M. Masciangioli, etM. A. El-Sayed, Homogeneous line width
of the different vibronic bands of retinal absorption in bacteriorhodopsin by the hole-
burning technique, J. Phys. Chem. 100, 2762 (1996).
[113] W. T. Pollard, S. L. Dexheimer, Q. Wang, L. A. Peteanu, C. V. Shank, et
R. A. Mathies, Theory of dynamic absorption spectroscopy of nonstationary states.
168
4. Application to 12-fs resonant impulsive Raman spectroscopy of bacteriorhodopsin, J.
Phys. Chem. 96, 6147 (1992).
[114] T. Kobayashi, T. Saito, et H. Ohtani, Real-time spectroscopy of transition states in
bacteriorhodopsin during retinal isomerization, Nature 414, 531 (2001).
[115] B. Curry, A. Broek, J. Lugtenburg, et R. A. Mathies, Vibrational analysis of
all-trans retinal, J. Am. Chem. Soc. 104, 5274 (1982).
[116] E. L. Terpugov et O. V. Degtyareva, FTIR emission spectra of bacteriorhodopsin
in a vibrational excited state, Biochemistry (Moscow) 66, 1315 (2001).
[117] S. J. Smith, J. A. Pardoen, J. Lugtenburg, etR. A. Mathies, Vibrational analysis
of the 13-cis-retinal chromophore in dark adapted bacterio-rhodopsin, J. Phys. Chem.
91, 804 (1987).
[118] G. H. Atkinson, L. Uji, et Y. Zhou, Vibrational spectrum of the J-625 intermediate
in the room temperature bacteriorhodopsin photocycle, J. Phys. Chem. A 104, 4130
(2000).
[119] R. Venkatramani et S. Mukamel, Dephasing-induced vibronic resonances in diffe-
rence frequency generation spectroscopy, J. Phys. Chem. B 109, 8132 (2005).
[120] G. I. Groma, A. Colonna, M. Joffre, M. H. Vos, et J.-L. Martin, Resonant
optical rectification. Theory and application to bacteriorhodopsin, Transient structure in
dense media, Paris, France, 2005.
[121] W. H. Press, B. P. Flannery, S. A. Teukolsky, etW. T. Vetterling, Numerical
recipes in C, The art of scientific computing, Cambridge university press, 1990.
[122] S. L. Dexheimer, Q. Wang, L. A. Peteanu, W. T. Pollard, R. A. Mathies, et
C. V. Shank, Femtosecond impulsive excitation of nonstationary vibrational states in
bacteriorhodopsin, Chem. Phys. Lett. 188 (1992).
[123] B. Hou, N. Friedman, M. Ottolenghi, M. Sheves, et S. Ruhman, Comparing
photoinduced vibrational coherences in bacteriorhodopsin and in native and locked retinal
protonated Schiff bases, Chem. Phys. Lett. 381, 549 (2003).
[124] D. W. McCamant, P. Kukura, et R. A. Mathies, Femtosecond stimulated Raman
Study of excited-state evolution in bacteriorhodopsin, J. Phys. Chem. B 109, 10449
(2005).
[125] A. C. Terentis, L. Uji, H. Abramczyk, et G. H. Atkinson, Primary events in
the bacteriorhodopsin photocycle : torsional vibrational dephasing in the first excited
electronic state, Chem. Phys. 313, 51 (2005).
[126] L. Song et M. A. El-Sayed, Primary step in bacteriorhodopsin photosynthesis : bond
stretch rather than angle twist of its retinal excited-state structure, J. Am. Chem. Soc.
120, 8889 (1998).
169
[127] V. Balogh-Nair, J. D. Carriker, B. Honig,V. Kamat,M. G. Motto,K. Naka-
nishi, R. Shen,M. Sheves,M. A. Tanis, et K. Tsujimoto, Protein, lipid and water
organization in bacteriorhodopsin crystals : a molecular view of the purple membrane at
1.9 angstroms, Structure 7, 909 (1999).
[128] S. Mallat, A wavelet tour of signal processing, Scientific Academic Presss, 1998.
[129] P. Wickramarachi, Effects of Windowing on the Spectral Content of a Signal, Sound
and Vibration 105, 10 (2003).
[130] J. D. Jackson, Classical Electrodynamics, John Wiley and Sons, Inc., third edition
edition, 1998.
[131] B. E. Allemagne, Un colorant biologique pour lutter contre les faussaires, (27 Aouˆt
2003).
[132] M. Hatcher, Photonics finds a natural solution, Biophotonics , 28 (2001).
[133] R. R. Birge, Protein-based three-dimensional memory, American Scientist 82, 348
(1994).
[134] T. Miyasaka, K. Koyama, et I. Itoh, Quantum conversion and image detection by a
bacteriorhodopsin-based artificial photoreceptor, Science 255, 342 (1992).
[135] C. H. Martin, Z. P. Chen, et R. R. Birge, Towards a bacteriorhodopsin-silicon
neuromorphic photosensor, 1997.
[136] M. Frydrych, P. Silfsten, S. Parkkinen, J. Parkkinen, et T. Jaaskeleinen,
Color recognition with bacteriorhodopsin, Pac. Symp. Biocomput. , 523 (1998).
170
